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A angiotensina II é a chave na patogênese da hipertensão renovascular e esta 
condição está associada à disfunção endotelial. Nós investigamos a participação dos 
tratamentos isolados de alisquireno, L-arginina e sua associação sobre a pressão 
arterial e reatividade vascular de anéis de aorta na hipertensão renovascular. A 
hipertensão renovascular foi induzida em ratos machos Wistar utilizando clip de 
prata que foi implantado cirurgicamente na artéria renal esquerda e os animais foram 
divididos nos seguintes grupos experimentais: Sham, 2-rins, 1-clip (hipertensão 
2R1C), 2R1C tratado com alisquireno (ALSK), 2R1C tratado com L-arginina (L-arg) e 
2R1C tratado com associação de alisquireno+L-arginina (ALSK+L-arg), os 
tratamentos foram iniciados 7 dias após clipagem e duraram por 4 semanas 
consecutivas. A pressão arterial foi monitorada ao longo do tratamento e ao final da 
quarta semana após a clipagem foi avaliada a reatividade vascular a fenilefrina na 
presença e ausência do endotélio e o relaxamento a acetilcolina nos anéis isolados 
de aorta. O tratamento com ALSK+L-arg reduziu a pressão artéria, a resposta 
contrátil a fenilefrina e melhorou o relaxamento a acetilcolina. A remoção mecânica 
do endotélio vascular e a presença de L-NAME no banho apresentaram respostas 
semelhantes, levando a um aumento da contratilidade a fenilefrina em todos os 
grupos estudados, entretanto a magnitude dessa resposta foi maior no grupo tratado 
com ALSK+L-arg. A incubação com enalapril reduziu a resposta à fenilefrina nos 
grupos 2R1C e ALSK, entretanto demonstrou menor magnitude dessa resposta no 
grupo ALSK, por outro lado, o bloqueio com Losartan reduziu a resposta contrátil a 
fenilefrina em todos os grupos estudados. Ao realizarmos o bloqueio com apocinina 
observamos uma diminuição da resposta contrátil nos grupos 2R1C, ALSK e 
ALSK+L-arg, entretanto a magnitude dessa reposta foi significantemente menor no 
grupo ALSK+L-arg. Adicionalmente, o uso da superoxido dismutase (SOD) no banho 
foi capaz de reduzir a resposta à fenilefrina no grupo 2R1C e no grupo ALSK 
demonstrando também menor magnitude dessa resposta no grupo tratado com 




de eNOS aumentou nos grupos 2R1C e L-arg e que iNOS aumentou somente no 
grupo 2R1C comparado com os demais grupos estudados. Já a analise da 
expressão do receptor de AT1 observamos um aumento desse recpetor no grupo 
2R1C comparado com Sham, ALSK e ALSK+L-arg, por outro lado, demonstramos 
um aumento do receptor AT2 no grupo ALSK+L-arg comparado somente com os 
grupos Sham e L-arg. A expressão do Ms SOD2 apresentou-se elevada no grupo 
ALSK+L-arg comparado com 2R1C, ALSK e L-arg, adicionalmente, a expressão de 
gp91phox estava reduzida no grupo ALSK+L-arg comparado com 2R1C e ALSK. 
Portanto, nosso trabalho demonstra pela primeira vez que o tratamento com 
alisquireno associado a L-arginina foi efetivo em reduzir a PA e prevenir a disfunção 
endotelial em anéis de aorta de ratos com hipertensão renovascular, alem disso, 
apontamos que os mecanismos envolvidos nesses efeitos parecem estar 
relacionados com uma modulação local do SRAA e com uma redução do estresse 
oxidativo local mediado pelo sistema NAPH oxidase. 
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Angiotensin II is a key player in pathogenesis of renovascular hypertension and this 
condition is associated with endothelial dysfunction. We investigate aliskiren, L-
arginine and association of treatments on blood pressure (BP) and vascular reactivity 
in aortic rings.  Hypertension was induced in male Wistar rats by clipping the left 
renal artery and animals were divided: Sham, 2-kidney, 1-clip (2K1C) hypertension, 
2K1C+aliskiren (ALSK), 2K1C+L-arginine (L-arg), and 2K1C+aliskiren and L-arginine 
(ALSK+L-arg) treatment for 4 weeks. Blood pressure was monitored and 
endothelium-dependent and independent vasoconstriction and relaxation were 
assessed in aortic rings. ALSK+L-arg decreased blood pressure, contractile 
response to phenylephrine and improved the acetylcholine relaxation. Endothelium 
removal and incubation with L-NAME increased the response to phenylephrine in all 
groups, but magnitude was higher in ALSK+L-arg group. Enalapril reduced 
phenylephrine response in 2K1C and ALSK groups and Losartan reduced contractile 
response in all of the groups. Apocynin reduced contractile response in 2K1C, ALSK 
and ALSK+L-arg groups and incubation with superoxide dismutase (SOD) reduced 
phenylephrine response in 2K1C and ALSK groups. eNOS expression increase in 
2K1C and L-arg groups and iNOS increased only in 2K1C group compared with other 
groups. AT1 expression increase in 2K1C compared to Sham, ALSK and ALSK+L-arg 
groups, AT2 expression increase in ALSK+L-arg group compared to Sham and L-arg 
groups, Ms SOD2 increased in ALSK+L-arg group compared to 2R1C, ALSK and L-
arg group, on the other hand,  gp91phox decreased in ALSK+L-arg compared with 
2K1C and ALSK.  In conclusion, combined ALSK+L-arg was effective in reducing BP 
and preventing endothelial dysfunction in aortic rings of 2K1C hypertensive rats and 
the mechanisms responsible appear to be related to the modulation of local renin-
angiotensin system, which is associated with the reduction in endothelial oxidative 
stress. 
Key words: 2K1C hypertension, endothelial dysfunction, aliskiren, L-arginine, RAAS 





1. INTRODUÇÃO  
1.1 HIPERTENSÃO ARTERIAL 
 A elevação da pressão arterial (PA) representa um fator de risco 
independente, linear e contínuo para doença cardiovascular. A hipertensão arterial é 
um importante problema de saúde pública, pois apresenta custos médicos e 
socioeconômicos elevados, decorrentes principalmente das suas complicações, tais 
como: doença cerebrovascular, doença arterial coronariana, insuficiência cardíaca, 
insuficiência renal crônica e doença vascular periférica (Macmahon, 1995; Pimenta 
&Oparil, 2010). 
 A hipertensão arterial afeta 30% da população mundial, sendo que 95% dos 
casos são caracterizadas como hipertensão primária, na qual não se encontra uma 
causa específica. The Third National Health and Nutrition Examination Survey 
(NHANES 2005-2006) estima que 25% da população dos Estados Unidos com 20 
anos ou mais apresentam pré-hipertensão e que 73,6 milhões de americanos são 
hipertensos (Pimenta &Oparil, 2010). 
 Segundo a VI Diretriz Brasileira de Hipertensão Arterial, no Brasil, em 2007, 
29,4% dos óbitos foram decorrentes de doenças cardiovasculares. A principal causa 
de morte em todas as regiões do nosso país é o acidente vascular cerebral, cujo 
fator de risco principal é a hipertensão arterial. 
 No Brasil, indivíduos com valores menores que 120 mmHg de pressão arterial 
sistólica (PAS), e 80 mmHg de pressão arterial diastólica (PAD) são considerados 
normotensos. Indivíduos com valores entre 130-139 mmHg de PAS e 85-90mmHg 
de PAD são classificados como pré-hipertensos e valores acima destes últimos 
descritos indicam hipertensão arterial (VI Diretriz Brasileira de Hipertensão Arterial). 
A hipertensão primária é uma entidade clínica multifatorial. Dentre os fatores 
que contribuem para sua gênese e/ou manutenção estão incluídos: os fatores 
intrínsecos e extrínsecos. Entre os fatores intrínsecos, incluem-se alterações 




resistência à insulina, hereditariedade (Harrap, 1994); modificações dos parâmetros 
hemodinâmicos (alterações no débito cardíaco e na resistência vascular periférica) 
(Folkow, 1982); e raça (Freis, 1973). Quanto aos fatores extrínsecos pode-se citar: 
obesidade, sedentarismo, consumo de álcool, tabagismo e aumento do consumo de 
sal (Bakris & Mesah, 2002). 
 Em contrapartida, Hipertensão Arterial Secundária apresenta causa 
identificável passível ou não de correção.  Sua prevalência, em torno de 3% a 10%, 
depende da experiência de quem investiga e dos recursos diagnósticos disponíveis. 
Segundo a VI Diretriz Brasileira de Hipertensão Arterial deve-se investigar a 
possibilidade de hipertensão arterial secundária quando se tem suspeita diagnóstica 
de: Apnéia obstrutiva do sono, Hipertensão resistente ao tratamento ou Hipertensão 
com hipotassemia ou Hipertensão com tumor abdominal (Hiperaldosteronismo 
primário), Aldosteronismo, Doença renal parenquimatosa, Doença renovascular, 
Catecolaminas em excesso (Uso de simpaticomiméticos, peri- operatório, estresse 
agudo, taquicardia), Coactação da aorta, Síndrome de Cushing, Efeito adverso de 
medicamento/substância, Efeitos de estilos de vida (Ingestão elevada de sal, abuso 
de álcool, obesidade), Feocromocitoma, Hipotireoidismo, Hiperparatireoidismo, 
Hipertireoidismo e Acromegalia. 
A Hipertensão Renovascular é considerada a segunda causa de hipertensão 
secundária precedida pelas doenças renais. Sua prevalência é estimada em 2% da 
população de hipertensos, entretanto, tem-se observado uma prevalência 
diferenciada quando se considera a faixa etária e o perfil clínico dos pacientes, 
sendo baixa a prevalência em hipertensos leves não-complicados e elevada em 
hipertensos severos, refratários ou acelerados e em pacientes mais idosos 
(Praxedes, 2002). 
Doença renovascular pode ser definida como aquelas situações clínicas 
consequentes a obstruções totais ou parciais de uma ou das duas artérias renais. 
Hipertensão renovascular e insuficiência renal crônica por nefropatia isquêmica são 
as manifestações mais importantes. Proteinúria, hiper-reninismo e risco aumentado 
da doença cardiovascular são associações frequentes. No Hospital das Clínicas da 




obstruções das artérias renais foram de origem arterosclerótica, 19% de displasias 
fibromusculares e 14% de arterite primária da aorta. Causas raras foram lesões 
traumáticas, luéticas e malformações congênitas.  
Outras séries mostram números um pouco diferentes, com aterosclerose 
entre 80 e 90%, displasias fibromusculares entre 10 e 20% e arterites mais raras. 
Arterites têm sido relatadas com maior incidência no Brasil e em países do sudeste 
asiático do que na Europa e na América do Norte. 
A hipertensão renovascular possui fisiopatologia intimamente relacionada ao 
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), o qual é um mecanismo fisiológico 
bem conhecido de controle da pressão arterial (Navar et al., 1998). O rim produz 
uma enzima chamada renina, que atua sobre um substrato produzido no fígado 
chamado angiotensinogênio, produzindo Angiotensina I (Ang I), que tem leve efeito 
hipertensor. Ang I é convertida em Angiotensina II (Ang II) por ação das enzimas de 
conversão produzidas em vários órgãos, principalmente rins e pulmões (Kokubu et 
al., 1979). Ang II eleva a pressão arterial por dois mecanismos: é um potente 
vasoconstritor e estimula as camadas corticais das suprarrenais a produzirem 
aldosterona. Aldosterona aumenta excreção de K+, retenção de Na+, aumento de 
volemia e, como consequência, aumento da pressão arterial (Bader, 2010). Esse 
mecanismo regulatório funciona ininterruptamente: quando há queda da pressão de 
perfusão do rim (posição ortostática, desidratação e hemorragias), aumenta a 
produção de renina, e quando há aumento da pressão de perfusão do rim (decúbito 
horizontal, hipervolemia e excesso de ingestão da Na+), diminui a produção de 
renina (Kokubu et al., 1979; Bader, 2010).  
Células do aparelho justaglomerular, que são locais onde a renina é 
produzida, são sensíveis às tendências de variação da pressão arterial. 
Barorreceptores espalhados pelo corpo e concentrados no seio carotídeo contribuem 
de maneira primordial para essa tarefa. Havendo estenose da artéria renal, há queda 
do fluxo plasmático renal e aumento da produção de renina, mas agora não de modo 
fisiológico, mas patológico. Não basta simplesmente haver estenose da artéria renal 
para que haja hipertensão renovascular (Thomaz et al., 2010; Garovic et al., 2005). 




comprometem o fluxo sanguíneo ao rim, nem a pressão de perfusão, e não há 
elevação de pressão arterial. Estenoses entre 50 e 70% da luz ainda mantém o fluxo 
sanguíneo no rim em níveis normais e diminuem a pressão de perfusão, mas não 
causam aumento da pressão arterial. É provável que o mecanismo fisiológico da 
regulação ainda consiga funcionar até esses níveis. A partir de 70% da oclusão de 
luz arterial, existe queda do fluxo sanguíneo e de pressão de perfusão e aumento da 
pressão arterial, que são mais evidentes quanto maior for o grau da estenose (Lupu 
et al., 1972; Fazan et al., 2001). 
 A fisiopatologia é diferente se houver comprometimento de apenas um dos 
rins, e com o outro normal; daquele em que há comprometimento dos dois rins ou de 
rim único, isto é, não há rim normal. Quando apenas um rim é isquêmico, a 
hipertensão gerada pelo SRAA chega ao rim normal, que normalmente reage 
diminuindo a produção da sua renina e excretando sódio e o sistema se equilibra da 
maneira descrita. Se não houver rim normal (rim único ou estenose bilateral) há 
retenção de sódio e aumento da volemia, que por si diminui a produção de renina, e 
o sistema equilibra-se de maneira diferente (Liard et al., 1973;Guan et al., 1992).  
 Além da hipertensão arterial grave, de difícil tratamento e todas as suas 
conhecidas consequências, estenoses induzem atrofia isquêmica do rim e 
insuficiência renal. Em pacientes com insuficiência renal crônica terminal, nefropatia 
isquêmica é encontrada em 16% dos que tem mais de 50 anos, e; até 43% dos 
pacientes com mais de 60 anos de idade. É possível que muitos deles, se tivessem 
suas doenças diagnosticadas e tratadas, não evoluíssem à fase terminal ou 
provavelmente aconteceria de maneira mais lenta (Lucon et al., 1996). 
 
1.2 HIPERTENSÃO EXPERIMENTAL  
 
A hipertensão arterial pode ser estudada através de vários modelos 
experimentais. Entre os mais investigados estão o modelo genético, representado 
pelos ratos espontaneamente hipertensos (SHR), o modelo de hipertensão 
mineralocorticóide, cepa de ratos sensíveis à ingestão de sódio (Dahl), entre os 




do núcleo do trato solitário (NTS), e o da deaferentação sino-aórtica, associada, ou 
não, à desnervação das aferências cardiopulmonares. Entre as hipertensões renais 
podemos citar: a renovascular que decorre da oclusão parcial da artéria renal 
(hipertensão renovascular Goldblatt); a renopriva, como o próprio nome indica; a 
perinefrítica que decorre da indução de fibrose renal pelo envolvimento do rim com 
um abrasivo contido por um tecido; e liberação do pedículo renal após algumas 
horas de oclusão total. O modelo de constrição (parcial ou total) da aorta abdominal 
examina os fatores mecânicos e neuro-humorais na elevação da pressão arterial. 
Um modelo descrito mais recentemente é o do bloqueio da formação de óxido nítrico 
(NO) com o L-NAME. 
Em 1934, Goldblatt et al. mostraram uma elevação substancial da pressão 
arterial de cães, cujo suprimento sanguíneo aos rins era reduzido por meio de clipes 
de prata colocados na artéria renal. Desde então, muitos modelos experimentais de 
hipertensão, baseados na redução do fluxo sanguíneo renal, têm sido desenvolvidos 
em várias espécies animais, recebendo o nome genérico de hipertensão de 
Goldblatt 
Goldblatt e colaboradores (1934) demonstraram que em cães, a constrição 
parcial de uma artéria renal, com o rim contra-lateral íntegro, resulta em um aumento 
transitório da pressão arterial, que retorna aos níveis de normalidade em poucas 
semanas. Entretanto, reduções muito intensas no fluxo renal unilateral (maior que 
70%) podem levar a estados hipertensivos mais prolongados, sendo a severidade da 
hipertensão proporcional ao grau de obstrução da artéria renal (Lupu et al., 1972). 
Quando o rim contra-lateral ao da obstrução é removido, ou quando ambas as 
artérias renais são parcialmente obstruídas, a pressão arterial se eleva de maneira 
acentuada e permanente. Em geral, o aumento da pressão arterial se inicia poucos 
minutos após a redução do fluxo renal, atingindo um platô em 2 a 3 semanas. 
Os ratos parecem desenvolver hipertensão renovascular mais facilmente que 
cães. A constrição de apenas uma artéria renal resulta em hipertensão, 
independentemente da presença ou ausência do rim contralateral (Fazan et al., 
2001). A hipertensão produzida pela constrição de uma artéria renal, com o rim 




uma patogenia diferente da hipertensão produzida pela constrição de uma artéria 
renal associada à remoção do rim contralateral (hipertensão de Goldblatt tipo 1 rim, 
1 clipe: 1R1C). 
No rato com hipertensão de Goldblatt 2R1C, a atividade de renina plasmática 
um mês após a constrição da artéria renal está aumentada (embora a renina 
plasmática, nesse modelo de hipertensão, tenha uma ampla faixa de distribuição, 
podendo ser normal em alguns ratos). Entretanto, a atividade da renina plasmática 
na hipertensão de Goldblatt 1R1C é completamente normal quando comparada a um 
rato controle com os 2 rins intactos, e reduzida em relação a um rato 
uninefrectomizado com a artéria renal contralateral não ocluída (Carretero et al; 
1974). Em síntese, ratos com hipertensão de Goldblatt 2R1C têm maior atividade de 
renina plasmática do que ratos hipertensos 1R1C. 
A hipertensão observada nos animais experimentais de nosso estudo foi 
induzida por intermédio do estímulo de mecanismos hormonais, com aumento 
circulante de Ang II, e para tal foi utilizado o modelo de Hipertensão de Goldblatt 2R-
1C, uma vez que o mesmo é um modelo experimental, que em muitos aspectos se a 
assemelha hipertensão renovascular em humanos (Figura 1) (Cervenka et al; 2003; 





Figura 1: Modulação do sistema renina Ang aldosterona frente à oclusão do fluxo sanguíneo renal, 
modelo experimental de hipertensão de Goldblatt dois rim um clipe (2R1C). Modulação no rim clipado 
e no rim contra lateral não clipado. A estimulação da liberação de Angiotensina II estimula fatores 
intrarrenais distintos alem de apresentar modulação sistêmica culminando na elevação da pressão 
arterial. (modificado de Navar et al., 1998 ) 
 
 
1.2.1 Fases da Hipertensão de Goldblatt dois rim um clipe (2R1C)  
 
Os estudos em animais, utilizando os modelos 2R1C e 1R1C estabeleceram três 
fases no desenvolvimento e manutenção da hipertensão em animais experimentais, 
apesar de ser impossível delinear essas fases na hipertensão renovascular humana, a 
elucidação das diferentes fases permitiu uma melhor compreensão dos papéis 
desempenhados pelos sistemas envolvidos na gênese e manutenção dessa 
hipertensão, tais como o SRAA, o sistema nervoso simpático (SNS) e suas interações 
mútuas (Martinez-Maldonato,1991). 
A primeira fase da hipertensão Goldblatt é visto por cerca de 4 semanas após 




aumento da atividade da renina plasmática (ARP), níveis elevados da Ang II 
circulante e aumento da expressão de receptores para Ang II (AT1). Durante esta 
fase, a remoção do clipe ou o tratamento com inibidores da enzima conversora de 
Ang (iECA) dentro de 7 a 10 dias promove uma imediata redução da pressão 
sanguínea. Esta fase é essencialmente mediada pela ativação SRAA, bem como 
retenção  de sal e água e expansão de volume. No entanto, evidências indicam um 
papel do SNS nessa fase (Faber & Brody, 1983). Dessa forma, atualmente sabe-se 
que embora o SRAA desempenhe um papel principal na fase inicial da hipertensão 
de Goldblatt, existem evidências substanciais do papel do SNS nessa fase atuando 
de forma local e sistêmica (Tsuda RT AL., 1989; Pradhan & Rossi 2013).  
A segunda fase da hipertensão Goldblatt 2R1C ocorre entre cinco a oito 
semanas após clipagem e a pressão sanguínea permanece estável a níveis 
hipertensivos ou pode continuar a aumentar, associado a esse fato observa-se 
retenção de sal, expansão do volume e downregulation do SRAA, os altos níveis de 
atividade da renina plasmática começam a declinar e a sensibilidade dos vasos a Ang II 
está aumentada. A remoção do clipe ou o tratamento com inibidores da ECA pode 
reduzir a pressão sanguínea para o normal durante esta fase, mas é necessário um 
tempo mais longo para atingir esta pressão arterial normal (Martinez-Maldonato,1991). 
Embora esta fase não tenha sido bem estudada, como a fase inicial, existem 
evidências que apoiam o papel de Ang II como um mediador importante que promove à 
retenção de sal e expansão do volume. Entre os vários mecanismos pelos quais Ang II 
faz isso, é aumentando a libertação de noradrenalina a partir das glândulas supra-
renais e terminações nervosas (Cogan, 1986).  A Ang II também pode exercer um 
efeito local atraves da estimulação do nervo eferente renal o qual também aumenta a 
reabsorção de sódio. (DiBona,1978). 
A Fase III de hipertensão Goldblatt ocorre nove semanas ou mais após 
clipagem. Esta fase caracteriza-se por uma queda na ARP e nos níveis plasmáticos de 
Ang II com elevação persistente da pressão arterial. Embora a remoção do clip ou 
tratamentos com inibidores da ECA em doses iguais àqueles na Fase I e II, não 
normalizem a pressão arterial, as doses mais elevadas de inibidores da ECA, bem 




normalizar a pressão sanguínea. Nesta fase, as concentrações de Ang II vascular local 
ou intra-renal pode desempenhar um papel no controlo da neurotransmissão simpática 
(Naftilan et al., 1989). Webb et al., (1984)  demonstrou um aumento na concentração 
de Ang II no efluente venoso do rim clipado, sugerindo que apesar da queda na 
atividade do SRAA sistêmico, a atividade da Ang intra-renal permanece elevada no rim 
clipado. Esta ativação localizada do SRAA pode ser responsável pela manutenção da 
vasoconstrição e aumento do tônus simpático (Pfeffer et al., 1982), além disso, essa 
também pode ser a explicação pelo fato de que durante as fases tardias da hipertensão 
de Goldblatt a pressão arterial continua a responder à inibidores da ECA, apesar de 
uma ARP sistêmica normal. 
 
1.3 FATORES SISTÊMICOS ENVOLVIDOS NA MANUTENÇÃO DA HIPERTENSÃO 
DE GOLDBLATT DOIS RIM UM CLIPE (2R1C)  
  
 Apesar de a hipertensão renovascular ser desencadeada por uma disfunção 
do SRAA, sabe-se que a pressão arterial (PA) está intimamente relacionada com o 
débito cardíaco (DC) e com a resistência vascular periférica (RVP), ou seja, PA= DC 
x RVP. Assim, fatores capazes de modificar o DC e a RVP, alteram a PA (Folkow, 
1982). 
 A RVP depende de fatores neurais, humorais, estruturais e funcionais do 
sistema cardiovascular. Dentre as alterações funcionais que podem aumentar a 
resistência vascular, incluem-se o aumento de cálcio intracelular, que promove 
aumento da reatividade do músculo liso vascular aos agentes vasoconstrictores 
(agonistas α1 adrenérgicos, fenilefrina e noradrenalina) (Horowitz et al., 1996). Além 
destes é possível citar, o aumento da atividade simpática, aumento da sensibilidade 
as proteínas contráteis, aumento da permeabilidade ao íon Ca+2, modificações na 
atividade da bomba de Ca+2 sensível ao ATP (Ca+2 ATPase) na membrana 
plasmática e no retículo sarcoplasmático, e na atividade da bomba de sódio potássio 
sensível ao ATP (NKA) (Folkow, 1982; Bohr & Webb, 1984; Marín, 1993).  
Na hipertensão Renovascular, vários são os mecanismos envolvidos na 




estão alterados nesse tipo de hipertensão (Fazan et al., 2001). Dentre os 
mecanismos neurais, tem sido observado um desequilíbrio entre os sistemas 
simpático e parassimpático, com maior estimulação simpática e menor atividade 
parassimpática (Han et al., 2011) Sun et al., (2012) demonstrou que o reflexo 
aferente simpático cardíaco está aumentado em ratos com hipertensão 
renovascular, o que levaria a um aumento da atividade simpática com consequente 
manutenção da patogênese da hipertensão e progressão da lesão de órgãos alvos, 
adicionalmente, demonstrou que Angiotensina (1-7) (Ang (1-7)) e Ang II, no núcleo 
paraventricular, participam da ativação simpática nesse modelo de hipertensão e 
que a Ang (1-7) elevada potencializa os efeitos da Ang II no núcleo paraventricular. 
Outro mecanismo neural que participa da fisiopatologia do modelo 2R1C, e que já 
esta bem demonstrado, é a sensibilidade barorreflexa que está diminuída nesse 
modelo (Tsyrlin et al., 2013).  
 O músculo liso e o endotélio vascular também participam da regulação da PA. 
O primeiro através do tônus vascular e o segundo, através da liberação de 
substâncias vasodilatadoras e vasoconstrictoras, que regulam este tônus vascular e 
o crescimento do músculo liso. Acredita-se que a hipertensão arterial seja 
acompanhada por mudanças na função das células endoteliais, alem disso é 
bastante conhecida à ação da Ang II no endotélio e músculo liso vascular. Sendo 
assim, a disfunção endotelial parece contribuir para manutenção do aumento de 
resistência vascular, favorecendo o processo hipertensivo (Cannon III, 1998; Triggle 
et al., 2003; Kolluru et al., 2010). Portadores de hipertensão renovascular costumam 
apresentar uma menor produção ou biodisponibilidade de NO, o que colabora para 
promover uma maior vasoconstrição nestes sujeitos (Higashi et al., 2002). 
1.3.1 Músculo Liso Vascular 
 O tônus do músculo liso vascular é um fator determinante de resistência 
vascular. A regulação deste é realizada pelos fatores derivados do endotélio, 
pressão sanguínea, inervação e por estímulos hormonais. Para deflagrar a sua 
contração, as células musculares lisas vasculares requerem um aumento na 




Ca+2 através de canais específicos da membrana citoplasmática, quanto de 
liberação dos estoques intracelulares, como o retículo sarcoplasmático. Deste modo, 
a oferta do Ca+2 à maquinaria contrátil será aumentada (Lincoln et al., 2001). 
Nas ultimas décadas estudos vem demonstrando que o SRAA altera o 
músculo liso vascular e o endotélio vascular. Estas alterações parecem ser 
decorrentes da redução da biodisponibilidade de NO e a produção de radicais livres, 
alem disso, Estudos recentes tem ampliado nosso conhecimento sobre eventos 
celulares mediados pela Ang II, sugerindo que seu papel biológico é tão amplo que 
vai do intracelular ao tecido ou ao sistema (Taubman, 2003; Phillips & Schmidt-Ott, 
1999; Dzau & Pratt, 1986). Portanto, para compreender os efeitos da hipertensão 
renovascular no sistema cardiovascular é essencial o conhecimento do endotélio e 
das vias que participam do controle do tônus vascular. 
 
1.3.2 Endotélio Vascular 
Em 1977, Moncada e colaboradores publicaram a primeira indicação de que o 
endotélio possuía fundamental importância no controle do tônus vascular, através da 
produção de substâncias vasoativas. Em 1980, Furchgott e Zawadzki demonstraram 
em preparação experimental de aorta de coelhos, o papel que as células endoteliais 
desempenham no relaxamento vascular em resposta a efetores, como a acetilcolina. 
Postulou-se assim a existência de um fator de relaxamento vascular derivado do 
endotélio. Em 1987, outro grupo de pesquisadores, liderados por Palmer, 
demonstrou que o fator de relaxamento derivado do endotélio era o óxido nítrico 
(NO). 
 O endotélio é constituído por uma camada de tecido pavimentoso localizada 
entre o sangue o músculo liso vascular, servindo como uma barreira semi-
permeável, regulando o fluxo de nutrientes e substâncias. Além disso, o endotélio é 
fundamental no controle do tônus vascular por liberar vários fatores que modulam a 





 As células endoteliais sintetizam e liberam fatores que regulam a 
angiogênese, as respostas inflamatórias e o tônus vascular. É responsável também 
pela manutenção do balanço entre a promoção e a inibição da proliferação e 
migração das células do músculo liso vascular, além de prevenir a agregação 
plaquetária e a trombose (Félètou & Vanhoutte, 2009). 
 Os principais fatores relaxantes do endotélio são: NO, fator hiperpolarizante 
derivado do endotélio (EDHF) (Furchogott & Zawadski, 1980) e a prostaciclina 
(Moncada et al.,1977). Dentre os fatores contráteis, os principais são: a Ang II 
(Skeegs, 1954), endotelina-1 (ET-1), ânion superóxido (Rubany & Vanhoutte, 1986) 
e derivados da via do ácido araquidônico, o tromboxano (TXA2) e as prostaciclinas 
H2 e F2ɑ (PGH2 e PG F2ɑ) (Frolich & Fortermann, 1989). O equilíbrio na produção 
desses mediadores é importante para regulação do tônus vascular. 
 
1.3.3 Fatores Relaxantes derivados do Endotélio 
1.3.3.1 Óxido Nítrico  
 Furchgott e Zawadziki, em 1980, mostraram que o endotélio liberava um fator 
vasodilatador capaz de modular o tônus vascular, o qual denominou de fator de 
relaxamento derivado do endotélio (EDRF). Em 1987, Palmer e colaboradores 
demonstraram que o EDRF era o NO.  O NO é um radical livre inorgânico altamente 
reativo, em estado gasoso, o que o permite difundir facilmente pelas membranas 
celulares promovendo vasodilatação. Dentre os componentes vasodilatadores do 
endotélio, o NO é um dos mais importantes participantes, sendo um componente 
fundamental na manutenção da homeostase dos vasos, incluindo a modulação do 
tônus vascular através do seu potente efeito vasodilatador. Este radical livre está 
envolvido na regulação do crescimento celular, além de possuir ação inibitória sobre 








Figura 2: Efeitos NO endotelial. A estimulação de receptores endoteliais e o estresse de 
cisalhamento estimulam a produção do NO, o qual age na própria célula endotelial ou em células 
adjacentes, como as células musculares lisas, leucócitos e plaquetas encontrados na corrente 
sanguínea, resultando em numerosos efeitos envolvidos na homeostase vascular. (modificado de 
Rattmann, 2009). 
 
 O NO é produzido nas células endoteliais a partir da oxidação do aminoácido 
L-arginina, que é transformado então em NO e L-citrulina por ação das enzimas 
óxido nítrico sintases (NOS) (Palmer et al., 1987; Moncada et al., 1991; Triggle et al., 
2003; Michel & Vanhoutte., 2010). Para gerar NO é necessária a presença de L-
arginina, oxigênio, NAD(P)H (adenina dinucleotídeo fosfato), agrupamento heme e 
tetrahidrobipterina (BH4) (Andrew & Mayer, 1999). A produção de NO é estimulada 
pelas catecolaminas, serotonina, bradicinina, histamina, adenosina difosfato (ADP), 
substância P, agregação plaquetária, Ang II e forças mecânicas como o estresse de 
cisalhamento (Palmer et al., 1987; Moncada et al., 1991; Andrew & Mayer, 1999). 
 Existem três diferentes isoformas de NOS que podem ser divididas em duas 




e uma neuronal encontrada no sistema nervoso central e periférico (nNOS). Estas 
são duas isoformas constitutivas dependentes do complexo Ca+2/calmodulina, 
produzindo NO em episódios curtos e em baixas concentrações para finalidades 
fisiológicas (Andrew & Mayer, 1999).  
 A isoforma endotelial de NOS (eNOS) é a principal fonte de NO nos vasos. 
Encontra-se na forma de dímero, e é constituída por dois monômeros idênticos de 
134kDa. Localiza-se no complexo de Golgi, membrana plasmática, e nas cavélolas 
plasmalemais (Fleming & Busse, 1999). A eNOS é somente ativada na sua forma 
dimerizada. A dimerização da eNOS é dada através do agrupamento heme. A 
formação deste dímero torna possível sua ligação com a tetrahidrobiopterina (BH4), 
o que proporciona a sua estabilidade (Forstermann et al., 1994; Andrew & Mayer., 
1999; McCabe et al., 2000). Dentre os mecanismos que regulam a atividade da 
eNOS, podemos destacar mudanças no nível de Ca+2 intracelular, associação do 
complexo Ca+2/ calmodulina e  mudanças intracelulares do pH (Fleming  & Busse., 
1999). 
 A outra classe de NOS é formada pela isoforma induzível (iNOS), um dímero 
composto por  dois monômeros de 130 kDa. Esta isoforma é regulada em nível 
transcriptional e a sua ativação é independente da interação Ca+2/calmodulina. 
Quando sintetizada, na presença L-arginina e NADPH, a iNOS irá gerar NO por todo 
o tempo durante o qual a enzima permanecer ativada e em altas concentrações para 
garantir as atividades antimicrobiana, citostática e imunoregulatória  (Forstermann et 
al., 1994; Andrew & Mayer, 1999). Em situações fisiológicas, a expressão da iNOS 
não tem grande impacto sobre o  sistema cardiovascular. Entretanto, o aumento de 
sua expressão pode ser induzida em resposta a citocinas e outros mediadores 
infamatórios (Alvaréz et al., 2008; Sun et al., 2010). 
 O NO, produzido pelas células endoteliais se difunde rapidamente para as 
células musculares lisas onde ativa a enzima guanilato ciclase solúvel. Quando 
ativada, esta enzima promove a formação de monofosfato cíclico de guanosina 
(GMPc) a partir do trifosfato de guanosina (GTP). O aumento da concentração de 




mecanismos, promovendo o relaxamento da musculatura lisa vascular (Moncada et 
al., 1991., Cannon III., 1998).  
 A PKG ativa canais para K+ dependentes de Ca+2, inibindo assim a entrada de 
Ca+2 do conteúdo extracelular pelos canais de cálcio dependentes de voltagem, 
hiperpolarizando a membrana. Esta proteína quinase pode atuar também no retículo 
sarcoplasmático (SERCA) estimulando a recaptação do Ca+2, na fosforilação da 
cadeia leve da miosina, tornando-a menos sensível aos íons Ca+2 e no trocador 
Na+/Ca+2 (estimulando a saída de Ca+2) (Lincoln et al., 2001). O NO promove ainda a 
ativação direta de canais de K+, levando a hiperpolarização da célula muscular lisa 
(Bolontina et al.,1994; Félétou & Vanhoutte, 1999, 2009; Triggle et al., 2003). Todos 
estes mecanismos contribuem para a diminuição da Ca+2 intracelular, e 
consequentemente no relaxamento do músculo liso vascular (Moncada et al., 1991., 
Cannon III, 1998; Lincoln et al., 2001;Triggle et al., 2003). 
 Os efeitos mediados pelo NO dependem da expressão da NOS, da 
biodisponibilidade de fatores que regulam a atividade da NOS e das espécies 
reativas de oxigênio. Existem vários co-fatores que afetam a síntese do NO, dentre 
eles a nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (forma reduzida – NAD(P)H), BH4, 
flavina adenina dinucleotídio (FAD), flavina mononucleotídio (FMN) e  inibidor da 
NOS endógena- dimetilarginina assimétrica (ADMA) (Palmer et al., 1987; Moncada 
et al., 1991). 
  A redução da biodisponibilidade de NO é considerado como um dos mais 
importantes fatores associados com doença vascular (Stroes et al., 1998; Kerr et al., 
1999; Frostermann & Munzel, 2006). Um dos principais mecanismos envolvidos na 
redução na biodisponibilidade de NO, é o aumento dos níveis de ânion superóxido. 
Nesta situação, o NO reage com o ânion superóxido, formando o peróxinitrito 
(ONOO-). Esta reação é mais rápida do que a interação do NO com SOD, 
contribuindo com a formação de um agente oxidante e na diminuição da 
biodisponibilidade de NO (Stroes et al., 1998; Frostermann & Munzel, 2006; Takaya 
et al., 2007).  
Estudos prévios demonstram que dentre outras funções do SRAA uma ação 




óxido nítrico devido ao aumento da produção de espécies reativas de oxigênio 
(EROs) (Fennell et al., 2002; Miller et al., 1998). 
1.3.3.2 Prostaciclina 
Moncada et al. (1977) identificaram a prostaciclina (PGI2), o principal 
metabólito do ácido araquidônico produzido pela ciclooxigenase em células 
endoteliais (Félétou & Vanhoutte, 2006, 2010). Assim, o ácido araquidônico sob ação 
da COX é convertido a prostaglandina G2 (PGG2) e sequencialmente em 
prostaglandina H2 (PGH2). Este metabólito é um potente vasodilatador, inibidor de 
agregação plaquetária, adesão de leucócitos e proliferação do músculo liso vascular 
(Kawabe et al., 2010). A PGH2 através de ações da enzima prostaciclina sintase será 
convertida em PGI2 (Antman et al., 2005).  
A atividade PGI2 depende dos receptores específicos acoplados a proteína G 
no músculo liso vascular. Assim, o acoplamento da PGI2 com seu receptor 
preferencial, o receptor de prostaciclina (IR), ativará a adenilato ciclase, e 
consequentemente, o  AMPc (monofosfato cíclico de adenosina) (Félétou & 
Vanhoutte, 2006, 2009). Esta interação também pode estimular a proteína quinase 
dependente de AMPc (AMPK), no músculo liso vascular. Essa proteína quinase 
pode atuar abrindo canais para K+ sensíveis ao ATP, hiperpolarizando as células do 
músculo liso vascular e estimulando a saída de Ca+2 do citosol, diminuindo a oferta 
deste íon à maquinaria contrátil. Estes fatos contribuem para relaxamento vascular 
(Davidge, 2001; Kawabe et al., 2010).  
A PGI2 apresenta efeito protetor no processo aterogênico limitando a ativação 
plaquetária, adesão de leucócitos no endotélio e no músculo liso vascular (Kawabe 
et al., 2010). A diminuição da síntese PGI2 induziu hipertensão e esclerose arterial 
em modelos experimentais (Radomski et al., 1987; Félétou & Vanhoutte, 2009). 
1.3.3.3 Fator Hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) 
 O endotélio controla o tônus vascular não somente pela liberação de NO e 
prostaciclina, mas também por outra via causando hiperpolarização das células do 




(EDHFs) (Félétou & Vanhoutte, 1999). A hiperpolarização de células do músculo liso 
vascular foi demonstrada por Bolton et al. (1984) através de um agonista 
muscarínico. Posteriormente, este fenômeno foi confirmado em vasos de diferentes 
espécies (Félétou & Vanhoutte, 1985; 1988). A contribuição de EDHF para a 
vasodilatação dependente do endotélio é maior nos vasos sanguíneos de resistência 
do que nos vasos de condutância (Urakami-Harasawa et al., 1997). 
A natureza química deste fator endotelial ainda suscita várias interrogações. A 
vasodilatação induzida por este composto ocorre com participação ativa dos canais 
de potássio presentes nas células do músculo liso vascular.  Em geral, as respostas 
mediadas pelos EDHFs envolvem o aumento de Ca+2 intracelular, que ao ser 
liberado, induz vasodilatação por meio da abertura de canais para potássio ativados 
por Ca+2. Assim, a hiperpolarização endotelial é transmitida para o músculo liso 
vascular através do acoplamento elétrico direto das junções comunicantes (gap 
junctions) ou pela ativação da NKA do músculo liso vascular (Félétou & Vanhoutte, 
2006, 2009). 
 Os canais para K+ expressos no endotélio e músculo liso vascular contribuem 
para a manutenção do potencial de membrana, através do efluxo de K+, resultando 
em hiperpolarização da membrana. Esse efeito é seguido do fechamento de canais 
para Ca2+ voltagem dependente e, desta forma, da redução da entrada de Ca2+ e 
consequente vasodilatação. Desse modo, a inibição desses canais para K+ levam à 
despolarização da membrana e à vasoconstrição. Quatro subtipos de canais para K+ 
foram identificados e são os responsáveis por executar esta função: os canais para 
K+ voltagem dependentes (Kv); os canais para K
+ retificador (Kir); os canais para K
+ 
sensíveis ao ATP (KATP) e os canais para K
+ ativados  por alterações de Ca+2 
intracelular, que podem ser subdivididos em: canais para K+ de larga condutância 
ativados por alterações de Ca+2 intracelular (BKCa); os canais para K
+ de 
intermediária condutância ativados por alterações de Ca+2 intracelular (IKCa); os 
canais para K+ de baixa condutância ativados por alterações de Ca+2 intracelular 





Outras substâncias hiperpolarizantes derivadas do endotélio, além do NO e 
da PGI2 foram identificadas e atuam através do estímulo destes canais: metabólitos 
da via do ácido araquidônico-lipogenases; produtos da via do ácido araquidônico- 
citocromo P450 (ácidos epoxieicosatrienóicos, EETs), peptídeo natriurético tipo C, 
H2O2 (Félétou & Vanhoutte, 2006, 2010) e outros mediadores gasosos (CO, H2S) 
(Félétou & Vanhoutte, 2010).  
Os fatores responsáveis pela hiperpolarização atribuída ao EDHFs são 
secretados após a ativação dos receptores agonistas como a acetilcolina (ACh), a 
substância P(SP), a bradicinina (BK) e o ATP (Figura 3). Além disso, a força de 
cisalhamento, exercida pelo sangue sobre o endotélio vascular, é capaz de induzir 
uma vasodilatação pelo aumento da secreção do NO, do EDHF e da prostaciclina. 
Estas respostas mediadas pelos EDHFs podem ser alteradas em diversas condições 
patológicas, como na hipertensão arterial, aterosclerose e diabetes mellitus (Triggle 








Figura 3: Fatores vasodilatadores produzidos pelo endotélio vascular. São três as principais vias 
endoteliais que geram a vasodilatação: a via da prostaciclina (PGI2), a via de produção do óxido 
nítrico (NO) pela enzima eNOS, e a via do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF). 
Dependendo do tipo de vaso, todas estas vias podem ser ativadas após a estimulação de receptores 
das células endoteliais em cuja via de sinalização ocorra o aumento da concentração intracelular do 
Ca
2+.
 Dentre os agonistas pode-se citar a acetilcolina (ACh), substância P (SP), bradicinina (BK), e 
adenosina trifosfato (ATP). Após a liberação pelas células endoteliais, estes mediadores exercem 
suas ações nas células musculares lisas, através da produção dos segundo mensageiros AMPc ou 
GMPc, ou ainda através da hiperpolarização. (modificado de Rattmann, 2009). 
 
1.3.4. Fatores contráteis derivado do endotélio 
1.3.4.1 Prostaglandinas vasoconstrictoras 
 As prostaglandinas (PGs) são também denominadas de eicosanóides por 
serem derivados de ácidos graxos insaturados de 20 carbonos. Estas substâncias 
são importantes moduladores do tônus vascular tanto em condições fisiológicas 
como patológicas (Frolich & Fortermann, 1989). A produção destes ecosanóides é 
regulada pela disponibilidade do ácido araquidônico e pela atividade da sintase da 
prostaglandina H (PGHS) (Davdge, 2001). 
 O ácido araquidônico é formado por fosfolipídeos da membrana através da 
ação da enzima fosfolipase A2 (PLA2). Uma vez liberado, o ácido araquidônico pode 
ser metabolizado pela ciclooxigenase (COX) e, posteriormente convertido em PGH2 
pelas sintase prostaglandinas H (PGHS). A PGH2 é a precursora das demais 
prostaglandinas e possui atividade direta sobre o músculo liso vascular, promovendo 
vasoconstrição. Por ação de sintases específicas, PGH2 é convertida em 
prostaglandina E2 (PGE2), prostaglandina I2(PGI2), prostaglandina D2 (PD2), 
prostaglandina F2ɑ (PGF2ɑ), tromboxano (TXA2). As PGF2ɑ e TXA2 são substâncias 
vasoconstritoras enquanto as demais são vasodilatadoras (Mardini & FitzGerald, 
2001). 
 Nos anos 90, duas isoformas da ciclooxigenase (COX) foram identificadas, a 
do tipo 1 (COX-1) e do tipo 2 (COX-2). A COX-1 é a isoforma constitutiva, expressa 
em vários tecidos e está relacionada com as funções fisiológicas. A COX-2 é a 




inflamatórios em vários tipos de células. A expressão da COX-2 está relacionada 
com processos inflamatórios e ao estresse de cisalhamento (shear stress) (Antman 
et al., 2005). 
 O TXA2 é o maior produto vasoconstritor derivado da ciclooxigenase. A PGF2ɑ 
e o TXA2 estimulam a atividade contrátil do músculo liso vascular através do 
acoplamento com receptores específicos. Esta interação levará ao aumento de 
cálcio intracelular e à maior sensibilidade às proteínas contráteis. As demais 
prostaciclinas, ao se acoplarem com seus receptores específicos, estimulam a 
adenilato ciclase, promovendo aumento do AMPc e o relaxamento do músculo liso 
vascular (Luscher et al., 1992; Davdge , 2001). 
 A participação da COX é importante na manutenção do tônus vascular. 
Entretanto, um desequilíbrio na formação destes prostanóides pode contribuir na 
fisiopatologia de várias doenças que cursam com processo inflamatório, como a 
hipertensão arterial, arteriosclerose e diabetes Mellitus (Davdge, 2001). Alvaréz et al. 
(2005) demonstraram aumento da expressão da COX-2 em modelos experimentais 
de hipertensão. Recentemente, Tian et al. (2012) demonstraram que o stress 
oxidativo serve como um iniciador do aumento da atividade de COX-2, e que a COX-
2 derivados de PGF2α desempenha um papel importante na mediação de disfunção 
endotelial observada na hipertensão renovascular 2R1C. 
1.3.4.2 Endotelina 
 Em 1988, um potente peptídeo derivado das células endoteliais foi 
descoberto. A este peptídeo denominou-se endotelina (ET) (Yanagisawa et al., 
1988). Além das células endoteliais, as musculares lisas, fibroblastos, 
cardiomiócitos, macrófagos e leucócitos também produzem endotelina (ET). Três 
isoformas de endotelina foram identificadas: endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-
2), e endotelina-3 (ET-3). Essas três isoformas apresentam 21 aminoácidos, mas 
diferem em dois e cinco resíduos (Luscher et al., 1992; Watts., 2010).  A ET-1 é a 
principal isoforma encontrada no endotélio e no sistema cardiovascular. Cada 
isoforma de ET exerce seu efeito após unir-se ao seu receptor específico. Foram 




farmacológicos, estes receptores foram divididos em subtipos: ETA1, ETA2, ETB1,ETB2  
(Watts, 2010).  
 O receptor ETA tem maior afinidade com a ET-1 e são expressos 
principalmente em células musculares lisas, provendo vasoconstrição através da 
ativação da fosfolipase C, da proteína quinase (PKC) e do aumento da Ca+2 
intracelular, pelos canais de Ca+2 dependentes de voltagem. O subtipo ETB tem 
afinidade para as três subunidades de ET e é expresso principalmente em células 
endoteliais. Este subtipo de receptor promove vasodilatação através da ativação da 
fosfolipase A2 e da guanilato ciclase que estimulam a liberação de NO (Luscher et 
al., 1992). 
  Por sua potente ação vasoconstritora, acredita-se que a ET-1 está associada 
com a fisiopatologia de múltiplas doenças como a hipertensão arterial, insuficiência 
cardíaca e insuficiência renal (Luscher et al., 1992; Watts, 2010). 
1.3.4.3 Sistema Renina Angiotensina Aldosterona - SRAA 
  O SRAA foi descrito, em 1898, pelo fisiologista finlandês Robert Tigerstedt e 
seu aluno Per Gunnar Bergman, através da descoberta de um extrato (renina) do 
córtex renal de ratos, que aumentava a pressão sanguínea. Posteriormente, 
Goldblatt (1934) induziu a hipertensão em cachorros por constrição da artéria renal. 
Entre 1939 e 1940, Braun Menendez e Page descobriram a angiotensina. Somente 
em 1954, Skeggs purificou a angiotensina e mostrou a existência de duas formas, a 
Ang I e II. Dois diferentes tipos de sistemas renina-angiontensina foram identificados: 
o circulante, descrito desde a decoberta da renina, e o local, descrito mais 
recentemente e que parece desempenhar papel importante na homeostase 
circulatória. Ainda hoje os conhecimentos de fisiologia e biologia molecular sobre 
este sistema continuam crescendo, todavia muitos estudos são necessários para 
compreender as funções do SRAA circulante e local principalmente nos 
acometimentos cardiovasculares e renais (Hall, 2003).  
 A interação entre os diferentes componentes do SRAA determina sua 
atividade e influencia a regulação da pressão arterial, balanço renal de sódio e risco 




 Dentre os componentes do SRAA circulante, a Ang II merece destaque. A 
cascata de produção deste octapeptídeo é de forma cíclica, e advém de reações 
ocorridas inicialmente na circulação renal e depois na circulação sistêmica. Esta via 
de ativação se inicia com a liberação de renina pelas células justaglomerulares das 
arteríolas aferentes renais quando estimuladas por uma redução da pressão arterial 
ou desequilíbrio hidro-eletrolítico. Assim, a pré-pró-renina, um peptídeo não ativo, se 
transforma em pró-renina. Posteriormente, a pró-renina, através da proteólise celular 
transforma-se em renina. Esta, ao ser liberada, irá atuar sobre o angiotensinogênio, 
que será clivado, gerando a Ang I. Esta, por sua vez, sofrerá ação da enzima 
conversora de angiotensina (ECA) no pulmão, originando a Ang II (Crackower et al., 
2002; Touyz & Schiffrin, 2000). 
 A ECA foi primeiramente descrita por Skeggs e colaboradores em 1956. Esta 
enzima existe no plasma, como um hormônio circulante, no interstício e intracelular. 
Ela se expressa em diversos tecidos como o endotélio vascular, o endotélio dos 
túbulos proximais renais, coração, pulmão, rim, adrenal, e orgãos reprodutivos. Seu 
papel é promover a clivagem dipeptídica carboxi-terminal de alguns peptídios 
atuando assim, na regulação do tônus vascular pela conversão do peptídeo inativo 
Ang I em Ang II (vasoconstrictor), além de inativar a bradicinina (vasodilatadora) e a 
substância P (Touyz & Schiffrin, 2000). 
 Recentemente outra enzima participante deste sistema foi identificada, a 
enzima conversora da Ang II (ECA II) que cliva tanto a Ang I como a angioensina II 
em um metabólito denominado Ang 1-7, este último com propriedades 
vasodilatadoras. Deste modo, tanto a ECA I quanto a ECA II são importantes na 
regulação dos níveis de Angiotensina (Figura 4) (Crackower et al., 2002). 
A Ang II exerce efeitos locais, como nos vasos sanguíneos, rins, coração e 
sistema endócrino. Esta enzima realiza ainda importante papel na regulação da 
pressão sanguínea (Griedling et al., 1996; Crackower et al., 2002; Lacolly et al., 
2009). Soma-se ao potente efeito vasoconstritor da Ang II, o estímulo para a 
liberação de catecolaminas das terminações nervosas, a secreção de aldosterona, 




 Os efeitos da Ang II sobre o organismo são mediados por receptores 
específicos da membrana, principalmente com receptor de Angiotensina do subtipo 
1(AT1) e o receptor de Angiotensina do subtipo 2 (AT2). (Figura 4) Os receptores AT1 
estão presentes em células lisas musculares e adventícias do vaso. Assim, essa 
enzima exerce efeito predominante no tônus vascular via interação com o receptor 
AT1 (Griendling et al., 1996 Rajagopalan et al.,1996). Os receptores AT2 são 
expressos durante o desenvolvimento fetal, entretanto, esta expressão é 
amplamente diminuída após o nascimento, sendo restrita a poucos órgãos como o 
cérebro, adrenal, coração, endotélio vascular, rins e ovários. No coração, o receptor 
AT2 está presente em artérias coronárias e no miocárdio ventricular. Estudos 
recentes demonstraram aumento da expressão do receptor AT2 em condições 
patológicas, como injúria vascular, infarto do miocárdio, insuficiência cardíaca e 
insuficiência renal. O mecanismo de ação deste receptor está relacionado à 
liberação de NO promovendo relaxamento do músculo liso vascular (Griendling et 
al., 1996; Steckelings et al., 2005). Estudos em ratos com hipertensão renovascular 
(2R1C) sugerem que a produção de NO vascular esta aumentada, nesses animais, 
por aumento da fosforilação da eNOS através da ativação dos receptores AT2 
(Hiyoshi et al., 2005). Outros subtipos de receptores como AT3 e AT4 estão 
presentes em nosso organismo, todavia, seus mecanismos de ações e existência 






Figura 4: Representação esquemática da cascata do sistema renina angiotensina aldosterona 
(SRAA). Ang I: angiotensina I; Ang II: angiotensina II; Ang (1-7): angiotensina (1-7); ACE: enzima 
conversora de angiotensina; ACE2: enzima conversora de angiotensina 2; AT1: Receptor de Ang II do 
tipo 1; AT2: Receptor de Ang II do tipo 2; Mas: Receptor da Ang (1-7). (Fraga-Silva et al., 2012). 
 
A união entre da Ang II com o receptor AT1 ativa vias mediadas por proteínas 
G, tirosinas-quinases, e tirosina não quinases. A via mediada pela proteína G ativa 
as fosfolipases C (PLC), A2 (PLA2), D (PLD) e as lipogenases. A ativação da 
fosfolipase C (PLC), forma o diacilglicerol (DAG) e o trifosfato de inositol (IP3). A 
DAG ativa a PKC que fosforila a bomba de Na+/K+, o trocador Na+/H+, Na+/Ca+ 
aumentando a concentração de Na+ e Ca2+ intracelular promovendo vasoconstrição. 
Por sua vez, o IP3 eleva a concentração de Ca2+ intracelular culminando em 
contração do músculo liso vascular (Griendling et al., 1996; Touyz & Schiffrin, 2000; 
Garrido & Griendling, 2009). 
 A ativação da PLA2 leva a produção dos prostanóides derivados da via da 
COX, que participam do controle do tônus através de estímulos vasodilatadores 
(PGI2 e PGE2) e vasoconstritores (TXA2) (Griendling et al., 1996; Touyz & Schiffrin, 




fosfatidilcolina em colina e ácido fosfatídico que é convertido em DAG, este estimula 
e PKC sustentando a contração do músculo liso (Touyz & Schiffrin, 2000). Quando a 
via das lipooxigenases é ativada ocorre formação de leucotrienos, que estão 
associados a respostas inflamatórias. Estas características mostram a importância 
da Ang II na manutenção da integridade estrutural e funcional da parede dos vasos e 
o papel que ela exerce em doenças cardiovasculares associadas com a contração 
do músculo liso vascular, como a hipertensão (Touyz & Schiffrin, 2000; Garrido & 
Griendling, 2009). 
A estimulação da Ang II ao receptor AT1 causa ainda fosforilação da tirosina-
quinase. Esta irá ativar a PKC e as MAPKs (Mitogen-activaded protein), 
influenciando o crescimento e remodelamento vascular (Touyz & Schiffrin, 2000; 
Beltrán et al., 2009; Garrido & Griendling, 2009), regulando assim o crescimento 
celular, apoptose, deposição da matriz extracelular (Griendling et al., 1996; 
Rajagopalan et al.,1996 ; Hannken et al., 1998; Garrido & Griendling, 2009 ).  
Recentemente, um novo modelo sinalizador para Ang II tem sido bem 
descrito, e este, pode ter importantes implicações para os seus efeitos fisiológicos e 
fisiopatológicos. Estudo prévio demonstrou que a Ang II aumentou a liberação de 
ânion superóxido (02
.-) pelo estimulo da atividade da enzima NADPH oxidase em 
cultura de células musculares lisas de ratos (Griendling et al., 2000). Este aumento é 
maior em células de ratos espontaneamente hipertensos do que em normotensos 
(Cruzado et al., 2005). Outros pesquisadores demonstraram que diferentes modelos 
experimentais de hipertensão, como a hipertensão induzida pela Ang II, estão 
associados com o aumento de 02
- em ratos Sprague Dawley (Rajagopalan et 
al.,1996), alem disso, estudos têm demonstrado que a Ang II desempenha um papel 
crucial no desenvolvimento de stress oxidativo em ratos com hipertensão 
renovascular (Ceron et al., 2010). Adicionalmente, estudos apontam que um dos 
mecanismos pelos quais a Ang II desempenhe um papel nas doenças 
cardiovasculares, incluindo a hipertensão, pode ser através de sua capacidade em 





1.3.4.4 Espécies reativas de Oxigênio (EROS). 
 Espécies reativas de oxigênio (EROs) são metabólitos do oxigênio que podem 
tanto retirar elétrons, doar elétrons  ou reagir com outras moléculas. Estas partículas, 
formadas por elétrons livres ou não pareados, possuem uma instabilidade elétrica 
muito grande, e assim, apresentam grande capacidade reativa. A fim de captar um 
elétron para sua estabilização, é capaz de reagir com qualquer composto, seja este 
uma molécula, célula ou tecido. Por esta característica, é denominado de substância 
oxidante (Griendlimg & Ushio-Fukai, 2000; Harrison & Gongora, 2009). 
 A principal fonte geradora de EROs são as mitocôndrias, assim, a  formação 
destes metabólitos pelo organismo em condições fisiológicas é inevitável, visto que o 
processo de  respiração celular ocorre nesta organela (Cai & Harrinson, 2000). 
Ademais, as EROs, não desencadeiam somente consequências tóxicas do 
metabolismo celular, mas também são participantes essenciais na sinalização e na 
regulação celular. Estes metabólitos do oxigênio participam de vias de sinalização 
intracelular, mudanças de transcrição gênica e síntese de proteínas (Touyz & 
Schiffrin, 2000). Em condições fisiológicas a produção de EROs e sua eliminação 
estão sujeitas a um balanço na parede vascular. Todavia, o aumento da atividade de 
enzimas oxidantes e a diminuição da atividade de enzimas antioxidantes levam ao 
estresse oxidativo (Griendling, et al., 2000, 2003). 
 Um dos mais importantes radicais para a biologia vascular é o ânion 
superóxido (O2
-), o qual é formado pela redução univalente do oxigênio (Taniyama & 
Griendling, 2003; Touyz & Schiffrin, 2004; Harrison & Gongora, 2009). Apesar do O2
- 
poder diretamente promover alterações na função vascular, ele também é 
fundamental na produção de outras espécies reativas, como quando ocorre sua 
reação com o NO, a qual leva à produção de substâncias citotóxicas como o 
peroxinitrito (ONOO-) e radicais hidroxila (OH•) (Miller et al., 1998; Beal, 2002; 
Griedling & FitzGerald, 2003; Taniyama & Griendling, 2003; Cai, 2005). Destas 
reações pode ocorrer a perda da capacidade vasodilatadora do NO, levando a um 
predomínio da resposta vasoconstritora dependente do endotélio (Kawashima & 




 A dismutação do O2
- pela superóxido dismutase (SOD), produz o peróxido de 
hidrogênio (H2O2), o qual é convertido enzimaticamente em H2O pela catalase e 
glutadiona peroxidase (GPx) (McIntyre, et al., 1999; Griedling & FitzGerald, 2003, 
Taniyama & Griendling, 2003). O H2O2 pode atuar como segundo mensageiro, 
mediando respostas que levam o crescimento do músculo liso vascular, migração 
celular, apoptose e respostas inflamatórias (Griedling & FitzGerald, 2003; Cai, 2005; 
Harrison & Gongora, 2009). O H2O2 pode ser também metabolizado pelas 
mieloperoxidases e formar o ácido hipocloroso (HOCl-) ou reagir com metais de 
transição formando o OH.. Dentre as EROs, o  O2
-, ONOO- e  OH- são os mais 
instáveis e reativos, enquanto H2O2 é a mais estável (Taniyama & Griendling, 2003). 
  A formação das EROs é mediada por algumas enzimas vasculares que 
incluem a NADPH oxidase, xantina oxidase, mieloperoxidase, eNOS, isoenzimas da 
citocromo P450, lipooxigenase, ciclooxigenase, heme oxigenase e glicose oxidase 
(Cai & Harrison, 2000). (Figura 5) A principal fonte de EROs no endotélio  parece ser 
a NADPH oxidase. Estas enzimas utilizam o NADH ou NADPH como substratos (Cai 







Figura 5: Fontes de Epécie Reativa de Oxigênio (ERO). São várias as vias de formação de EROs, 
sendo a principal via a mitocôndria por meio do processo de respiração celular, outra via importante 
de formação de EROs é a NADPH oxidase. A Xantina oxidase (XO) está presente no plasma e 
células endoteliais, mas não nas células do músculo liso vascular e a XO gera o ânion superóxido por 
meio da catalização da xantina e hipoxantina em ácido úrico.  A mieloperoxidase (MPO) é uma 
enzima derivada de leucócitos que catalisa a formação de numerosas EROs. Dentre os metabolismos 
dos aminoácidos (AA) podemos citar as lipoxigenases (12/15LO), que apresentam-se como outra 
fonte importante de formaçaõ de EROs na parede vascular. A NOS e suas isoformas também podem 
atuar como fonte de EROs. Na ausência, ou em baixas concentrações de seu substrato L-arginina ou 
do co-fator BH4 a NOS pode sofrer um desacoplamento, promovendo a formação de O2
-
. (modificado 
de Madamanchi et al, 2005.).  
 
A NADPH oxidase é composta por uma membrana integrada, o citocromo 
b558, o qual é composto de duas subunidades, uma maior denominada gp91phox e 
outra menor p22phox, além das subunidades citosólicas regulatórias p67phox, 
p40phox, p47phox e da proteína de baixo peso molecular rac-1 (Griendling, et al., 
2000; Hamilton et al., 2002). A subunidade p22phox é descrita como um 
componente crítico para a geração vascular de ânions superóxido (McIntyre et al., 




da família da NOX da NADPH oxidase, que é composta de pela NOX1, NOX2, 
NOX3, NOX4, NOX 5, DUOX1 e DUOX2. Estas enzimas têm a capacidade de 
transportar elétrons através da membrana plasmática e gerar ânions superóxidos. A 
NOX 4 é mais expressa em células endoteliais (Koh et al., 2009). 
 As EROs derivadas da NOX, têm sido implicadas em uma variedade de 
doenças vasculares, incluindo a hipertensão. Estes radicais livres derivados da NOX 
podem ser produzidos em resposta a Ang II (Cai, 2005; Koh et al., 2009).  As 
subunidades da NADPH oxidases estão expressas em várias células, como as 
endoteliais, do músculo liso vascular, neutrófilos e fibrobalastos. A subunidade 
gp91phox é mais expressada em fagócitos, enquanto as outras subunidades são 
expressas em vários tecidos e estão relacionadas com crescimento celular 
(Griendling & Ushio-Fukai, 2000). 
 A atividade vascular da NADPH oxidase é regulada pelas citocinas, 
hormônios e forças mecânicas. Além disso, Ang II, trombina, fator agregação 
plaquetária, fator crescimento tumoral (TGF- ɑ) e os metabólitos do ácido 
araquidônico estão relacionadas com aumento da atividade desta enzima e 
consequentemente com a produção de radicais livres (Cai et al., 2000; Griendling et 
al., 2000). Estudos demonstram que Ang II estimula a produção de radicais livres 
através da enzima NADPH do citocromo P-450 oxiredutase (Rajagopalan et al., 
1996; Griedling & Ushio-Fukai, 1994; McIntyre et al., 1999). 
 Soma-se a formação de EROs a Xantina oxidase,  que  utiliza a xantina,  
hipoxantina ou NADH na geração de radicais livres. Em células endoteliais, a 
atividade e expressão da xantina oxidase são aumentadas pelo interferon ɣ (Cai et 
al., 2000). A NOS e suas isoformas também podem atuar como fonte de EROs. Na 
ausência, ou em baixas concentrações de seu substrato L-arginina ou do co-fator 
BH4 a NOS pode sofrer um desacoplamento, promovendo a formação de O2
- 
(McIntyre et al., 1999; Kawashima & Yokoyama, 2003; Taniyama & Griendling, 2003) 
(Figura 5).  Outra fonte de EROs são as mieloperoxidases (MPO), que além de 
produzir radicais livres, utilizam o NO em suas reações, diminuindo a 
biodisponibilidade  do mesmo e  produzindo espécies reativas de nitrogênio (ERN) 




  Dentre principais enzimas antioxidantes vasculares podemos citar: a catalase, 
a glutationa peroxidase (GPX), a tiorredoxina redutase e as SODs. A glutationa 
peroxidase e a catalase são as enzimas envolvidas na degradação do peróxido de 
hidrogênio. A catalase transforma a H2O2 em H2O e O2. Já a glutadiona peroxidase 
transforma o H2O2 em água (Griendling & Ushio-Fukai, 2000). Outra enzima 
antioxidante é a família das SODs. Esta família cataliza a reação do O2
.- com um 
elétron e dois prótons formando o H2O2. Três isoformas da SOD foram identificadas, 
a SOD cobre/zinco (Cu/Zn SOD; SOD1), SOD mitocondrial (Mn SOD; SOD2) e a 
SOD extracelular (ECSOD; SOD3).   Em suma, a redução da atividade das enzimas 
antioxidantes resulta em aumento da formação de EROs,  levando à ações danosas  
aos vasos (Touyz & Schinffrin, 2004). 
Muitas funções do endotélio e do músculo liso vascular são afetadas pelas 
EROs. No endotélio vascular os radicais livres podem causar diminuição da 
biodisponibilidade de NO, apoptose, aumento adesão de monócitos e angiogênese.  
Enquanto no MLV, os radicais livres podem promover crescimento celular, migração de 
mediadores inflamatórios, desorganização da matriz extracelular e aumento do tônus 
muscular (Taniyama & Griendling, 2003). Todas estas características contribuem para 
injúria vascular, disfunção endotelial e consequentemente para a fisiopatologia da 
hipertensão arterial (Griendling & Ushio-Fukai, 1994; Kerr et al., 1999; Cruzado et al., 
2005; Touyz & Schinffrin, 2004; 2008). Alguns estudos demonstram que a hipertensão 
renovascular aumenta a produção de radicais livres principalmente devido a ação da 
Ang II vascular. Nos vasos, a ativação dos receptores AT1 promove aterogênese e 
induz estresse oxidativo (Goodfriend et al., 1996). De fato, a Ang II em células 
vasculares endoteliais humanas provoca a formação de espécies reativas de oxigênio 
como o O2
.- e H2O2, via ativação da NADH/NADPH oxidases. Como consequência 
aparecem hiperplasia e hipertrofia da célula muscular lisa (Zhang et al., 1999). A 
atividade das oxidases vasculares é aumentada de modo substancial pela Ang II que, 
via NADH e NADPH, aumenta a produção de O2
.- em cultura de células musculares 
lisas (Rajagoplan et al., 1996)  bem como em células endoteliais (Lang et al., 2000). 




infusão de Angiotensina resulta em hipertensão acompanhada de disfunção endotelial 
e aumento da produção vascular de O2
.- (Rajagoplan et al., 1996).  
É bem conhecido que o desequilíbrio na produção dos fatores vasodilatadores e 
vasoconstrictores derivados do endotélio promovem alterações na função endotelial e 
aumentam o risco de desenvolvimento de doenças cardiovasculares. O termo 
disfunção endotelial refere-se à redução da produção e/ou biodisponibilidade de 
substâncias vasodilatadoras, em especial do NO ou o aumento de substâncias 
vasoconstritoras (Cannon III, 1998; Triggle, 2003). Portanto, um dos fatores que 
desencadeia esse desequilíbrio na hipertensão renovascular é o aumento do stress 
oxidativo via redução da biodisponibilidade do NO endotelial. 
 
1.4 ESTRATÉGIAS TERAPÊUTICAS NA HIPERTENSÃO RENOVASCULAR 
Segundo a VI diretriz brasileira de hipertensão arterial os objetivos principais 
do tratamento da hipertensão arterial renovascular são a cura ou a melhora da 
hipertensão arterial e/ou a melhora ou a preservação da função renal. O tratamento 
da hipertensão arterial renovascular pode ser clínico, cirúrgico ou por meio de 
revascularização percutânea com ou sem a colocação de próteses endovasculares 
(stents). Em relação ao tratamento clínico, os inibidores da ECA, os bloqueadores 
dos canais de cálcio e os betabloqueadores são medicamentos efetivos para o 
tratamento da hipertensão arterial associada à estenose unilateral de artéria renal. 
Os bloqueadores dos receptores AT1 também são efetivos para o tratamento da 
hipertensão arterial associada à estenose de artéria renal. As medicações também 
estão sendo investigadas quanto à sua capacidade de aumentar a disponibilidade de 
NO e diminuir o estresse oxidativo.  
Nesse contexto, muitos estudos têm relatado as ações de fármacos que 
atuam no SRAA no modelo de hipertensão 2R1C, dentre as estratégias terapêuticas 
encontradas podemos citar o uso isolado de inibidores do SRAA, combinação dos 
inibidores dos SRAA com diuréticos, combinação dos inibidores do SRAA com 





1.4.1 Inibidores Do Sisitema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA)  
Embora o SRAA desempenhe um importante papel na fisiologia humana, e 
apesar da Ang II, o peptídeo efetor do SRAA, ser essencial para o controlo da 
homeostase do sistema cardiovascular (incluindo, entre outros, balanço de sódio e 
água, controle da pressão arterial e crescimento celular), a ativação excessiva do 
SRAA é marcadamente associada ao estabelecimento e progressão de doenças 
cardiovasculares. Na verdade, a excessiva ativação do SRAA, como visto na 
hipertensão renovascular, tem sido implicada na progressão de toda a evolução da 
doença cardiovascular, desde as fases iniciais (hipertensão e diabetes) 
intermediarias (hipertrofia ventricular esquerda e microalbuminúria) e estágios finais 
(doença coronariana, acidente vascular cerebral, insuficiência cardíaca e doença 
renal). Portanto, o excesso de produção de Ang II é responsável, pelo menos em 
parte, pelo estabelecimento e desenvolvimento de hipertensão e lesão renal 
(Escobar et al., 2012). Por esses motivos e devido evidências clínicas, as quais 
confirmam que a utilização de inibidores da ECA (iECA), bloqueadores dos 
receptores da Angiotensina (BRA) e, nos últimos anos, o Alisquireno – o primeiro 
inibidor oral direto da renina são medicamentos de escolha no tratamento clinico da 
hipertensão renovascular.  
Os inibidores da ECA pertencem a uma categoria de drogas com uso crescente 
em uma variedade de doenças, incluindo hipertensão, insuficiência cardíaca, infarto do 
miocárdio, nefropatia diabética e outras formas de nefropatia (Cheung, 2002). Além de 
converter Ang I em Ang II, a ECA também inativa as cininas (Gavras & Corcoran, 
1994); portanto os inibidores da ECA aumentam os níveis de bradicinina, o que 
contribui para seu efeito anti-hipertensivo. Além de reduzir a pressão arterial, os 
inibidores da ECA promovem regressão da hipertrofia ventricular (Dahlof et al., 1992), 
melhoram a disfunção endotelial (Mancini et al., 1996), diminuem a morbi-mortalidade 
associada à insuficiência cardíaca (CONSENSUS, 1987), reduzem a mortalidade e 
melhoram a função cardíaca pós-infarto (Pfeffer et al., 1992) e reduzem a progressão 
da nefropatia diabética (Lewis et al., 1993) e de outras nefropatias (Maschio et al., 
1996). Estes marcantes sucessos dos inibidores da ECA estimularam a busca por 




antagonistas de receptores AT1 da Ang II. O receptor AT1 parece ser o mediador dos 
efeitos fisiológicos da Ang II no sistema circulatório, supunha-se que estas drogas 
bloqueariam os efeitos cardiovasculares da Ang II de forma mais completa, específica e 
durável quando comparados aos inibidores da ECA. Além disso, a incidência de para-
efeitos deveria ser menor em função da especificidade do bloqueio. Com o uso clínico 
dos bloqueadores de AT1, sua farmacologia tornou-se melhor conhecida. Estas drogas 
bloqueiam o AT1, mas não o AT2. Ao mesmo tempo, os níveis de Ang II aumentam, 
podendo ocorrer estimulação exagerada dos receptores AT2. Evidências preliminares 
sugerem que a estimulação do AT2 pode contribuir para o efeito vasodilatador do 
medicamento (Horiuchi et al., 1999). No entanto, achados mais recentes apontam para 
efeitos pró-inflamatórios, fibróticos e proliferativos da estimulação do AT2 (Wolf  et al., 
1997).  
Atualmente um grande número de bloqueadores AT1 está aprovado para uso 
clínico; no entanto, devem ser usados com reserva. Embora os inibidores da ECA e os 
antagonistas AT1 bloqueiem o mesmo sistema, evidências experimentais sugerem que 
seus mecanismos de ação diferem em vários aspectos, como aumento dos níveis de 
bradicinina e Ang 1-7 com inibidores da ECA e ativação do receptor AT2 com 
bloqueadores AT1 (Cheung, 2002). (Tabela 1) 
Achados clínicos recentes sugerem que o uso combinado destas duas classes 
de medicamentos oferece efeitos aditivos na redução da pressão arterial, da proteinúria 
na nefropatia e na melhora do prognóstico na insuficiência cardíaca. No entanto, alguns 
estudos mostram resultados desfavoráveis. (Stergiou & Skeva, 2004). 
Sendo assim, os BRA, tanto os inibidores da ECA como os bloqueadores de 
AT1 são considerados como terapia de primeira linha de escolha no tratamento da 
hipertensão que coexiste com dano renal, como no caso da hipertensão 
renovascular, devido à proteção renal superior ao efeito de redução da pressão 
arterial. Corroborando esses dados, diretrizes atuais destacam a eficácia dos 
inibidores da ECA e dos bloqueadores de AT1 em pacientes com estenose da artéria 
renal unilateral (Tendera et al., 2011). Ambos medicamentos podem retardar a 
progressão do declínio da função renal e, especialmente em pacientes com alto risco 




lembrado que tanto os inibidores da ECA quanto os bloqueadores de AT1 podem 
acelerar o dano ao rim da artéria estenosada.  
Por outro lado, uma hiperatividade simpática, incluindo o aumento dos níveis 
plasmáticos de noradrenalina, foi visto em pacientes com estenose da artéria renal 
(Johansson et al., 1999), provavelmente, esse fato, contribui para o aumento da 
mortalidade por doenças cardiovasculares nestes pacientes (Johansson et al., 
1999). Pequenos estudos recentes sugerem que os beta-bloqueadores podem 
retardar a progressão da estenose ou ajudar na melhoria da taxa de filtração 
glomerular após procedimento cirúrgico (revascularização) (Cianci et al., 2011). 
Escobar et al (2012) em sua publicação avaliou as evidências disponíveis 
sobre a melhor abordagem terapêutica para otimizar a proteção renovascular na 
população hipertensa, objetivando efetivamente reduzir ou pelo menos retardar o 
estabelecimento e progressão da doença renal na população hipertensa, em seus 
resultados, portanto, a inibição do SRAA confirmou ter um papel fundamental na 
prevenção de danos renais, entretanto, como a maioria dos pacientes com 
hipertensão vai precisar de pelo menos dois agentes anti-hipertensivos para 
normalização da pressão arterial, o uso de inibidores do SRAA é uma parte 
obrigatória da terapia anti-hipertensiva.  
A questão é qual agente anti-hipertensivo é a melhor escolha para a 
combinação com bloqueadores do SRAA deve ser considerada. Muitos estudos têm 
demonstrado que os diuréticos e bloqueadores dos canais de cálcio são a melhor 
escolha, no entanto, mais estudos são necessários para esclarecer os subgrupos de 
pacientes que se beneficiarão mais de uma combinação com um diurético ou de 
uma combinação com um bloqueador dos canais de cálcio. Até à data, os inibidores 
do SRAA recomendadas neste contexto são os inibidores da ECA e os BRA. O 
alisquireno, inibidor direto da renina, tem mostrado resultados promissores. 
Dessa forma, Vários medicamentos desta família foram introduzidos desde 
que o captopril foi lançado, incluindo enalapril, lisinopril, ramipril e outros. Enquanto 
eles são agentes anti-hipertensivos eficazes, eles podem, em alguns casos, levar à 
deterioração da função renal, especialmente em pacientes com estenose da artéria 




a fim de compreender melhor a ação isolada ou até associada dessas classes de 
medicamentos anti-hipertensivos objetivando não somente o controle da pressão 
arterial, mas assim como a proteção de órgãos alvos (coração, rim, vasos), alem de 
determinar uma terapêutica que minimizem os efeitos colaterais.  
 
1.4.1.2 Inibidor Direto da Renina – Alisquireno 
 
O alisquireno é a mais recente novidade no mercado de agentes anti-
hipertensivos que atua por inibição do SRAA, sua ação intervém no início da 
biossíntese da Ang II através da inibição direta da protease renina, inibindo, assim, a 
clivagem de Ang I, a partir do angiotensinogênio. Isto resulta, em contraste com a 
inibição da ECA, numa inibição completa do SRAA que resulta no declínio dos níveis 
de Ang II. O fato de a renina ser o primeiro da etapa da cascata enzimática do SRAA 
e ter notavelmente alta especificidade por apenas um substrato, o 
angiotensinogênio, o desenvolvimento e a introdução de alisquireno, em 2007, era 
esperado para ser um grande avanço no controle da pressão arterial. Em contraste 
com a renina, a ECA tem muitos substratos peptídicos, incluindo a bradicinina, como 
visto anteriormente. Assim, uma taxa mais baixa de efeitos colaterais foi esperada 
com a inibição direta da renina (Friedrich & Schmieder, 2013). 
Atualmente, sabe-se que a sua biodisponibilidade após administração por via 
oral é de 2,6%, com uma concentração plasmática máxima atingida dentro de 1-3 
horas após dose oral única (Vaidyanathan et al., 2008). Concentração plasmática no 
estado de equilíbrio é atingida após 7-8 dias de administração diária. A concentração 
plasmática está linearmente relacionada com a dose no intervalo de 40-640 mg/dia. 
A sua meia vida no plasma é de 23-40 horas, permitindo assim dosagem diária única 
(Azizi et al., 2006). A maioria (90,9%) do alisquireno é excretado pela via fecal / biliar 
em indivíduos saudáveis após uma única dose de 300 mg, enquanto que 0,6% da 
droga é eliminada pela urina (Waldmeir et al., 2007). Nenhuma modificação da dose 
deve ser feita na presença de doença renal ou hepática. O alisquireno não é 
metabolizado pelo citocromo P450, e, portanto, tem poucas interações com outros 




O mecanismo de ação fisiológico do alisquireno na redução da pressão 
arterial ocorre, principalmente, pela redução dos níveis de Ang II. Um estudo 
realizado em voluntários saudáveis normotensos, mostrou que o alisquireno diminui 
a atividade da renina plasmática de maneira dose dependente após uma única dose 
oral de 40-600 mg / dia e que a Ang I e II diminuem de maneira similar, enquanto 
que a concentração plasmática de renina aumenta (Tabela 1) (Nussberges et al., 
2002). Em outro pequeno estudo com 12 voluntários saudáveis levemente sódio-
depletados, doses orais únicas de 300 mg de alisquireno reduziu a atividade de 
renina plasmática, bem como os níveis de Ang I e II no sangue por 48 horas, e 
reduziu a excreção urinária de aldosterona. Adicionalmente, esta redução foi mais 
forte e mais durável do que doses de 160 mg de valsartan (BRA), no entanto, 
alisquireno também induziu um maior aumento da concentração de renina no plasma 
do que o valsartan (Azizi et al., 2004). O aumento da concentração plasmática de 
renina ocorre numa extensão maior com o uso do alisquireno do que com o uso de 
outros inibidores da ECA ou BRA, e isso pode ser um problema importante, visto que 
a pro-renina e renina parece estimular o receptor de (pró) renina e induzir fibrose, 
apoptose e hipertrofia de órgãos em animais experimentais. No entanto, o 
significado clínico deste achado ainda não está claro. (Danser, 2009).  
Além disso, A atividade da renina plasmática permanece reduzida por até um 
mês após interromper o uso do alisquireno, sugerindo que a ação do alisquireno 
pode persistir durante muito mais tempo do que a meia-vida da droga. 
Curiosamente, este efeito está associado com menor nível pressórico após 
interromper o uso da droga (Andersen et al., 2009).  Associado a redução da 
pressão arterial observada com o uso do alisquireo, estudos experimentais em ratos 
vêm mostrando que a administração do alisquireno reduz proteinúria, reverte 
hipertrofia cardíaca e reduz a infiltração de macrófagos no coração e rim de forma 
significativa. Estes resultados experimentais apontam para um efeito protetor a 
órgãos alvos com o uso do alisquireno (Pilz et al., 2005). 
Adicionalmente, vários estudos clínicos analisaram a capacidade do 
alisquireno, administrada uma vez por dia, de reduzir a pressão arterial, em 




(antagonista de AT1) , (Stanton et al., 2003) o irbesartan (antagonista de AT1) 
(Gradman et al., 2005) e hidroclorotiazida (diurético) (Schmieder et al., 2009). Nestes 
estudos com pacientes diagnosticados com hipertensão essencial de ligeira a 
moderada, o alisquireno foi capaz de diminuir a pressão arterial de maneira 
semelhante ou até mais eficaz que os medicamentos comparados, com um perfil de 
segurança semelhante aos BRA.  
Da mesma forma a terapia combinada de alisquireno com hidroclorotiazida 
(diurético), amlodipina (bloqueador de canais de Ca++) e valsartan (BRA) mostrou ser 
mais efetivo na redução da PA, demonstrando que a associação de terapias parece 
ter um efeito potencializador da droga em contra partida a monoterapia. Todavia, 
estudos da ação do alisquireno em modelos de hipertensão dependente de Ang II, 
como é o caso da hipertensão 2R1C, os quais normalmente cursam com 
hipertensão severa, ainda são pouco explorados. 
Recentemente, Martins-Oliveira (2013) demonstrou em seu estudo, no qual 
comparou o efeito do losartan com o alisquireno sobre o remodelamento vascular no 
modelo de hipertensão 2K1C, que embora losartan e alisquireno apresentem efeitos 
anti-hipertensivos similar, entretanto, somente o losartan foi capaz de prevenir a 
ativação dos mecanismos pro fibróticos vasculares, sugerindo que o alisquireno não 
potencialize os efeitos observados com o losartan, adicionalmente, Ohsawa M 
(2013), demonstrou que o alisquireno foi eficaz na redução da deteorização renal, 
melhora do remodelamento cardíaco patológico e diminuição da aldosterona de 
pacientes hipertensos com doença renal crônica com albuminúria. Corroborando 
esses achados, uma recente revisão mostrou que a análise de estudos clínicos e 
pré-clínicos utilizando alisquireno mostrou efeitos renoprotetores e prevenção de 
danos ao miocárdio em pacientes hipertensos com doença renal (Jadhav et al., 
2012). Todavia, são necessários mais estudos para compreender os efeitos dessa 
droga com mais detalhes, além disso, poucos estudos foram realizados com o uso 
do alisquireno na hipertensão renovascular, tornando relevante estudos 
experimentais na hipertensão renovascular a fim de avaliar a segurança e eficácia 





1.4.1.3 Associação do Alisquireno com Diuréticos 
 
A hidroclorotiazida é o diurético mais comumente prescritos como terapia anti-
hipertensiva nos Estados Unidos, essa droga, protótipo dos diuréticos tiazídicos, é 
indicada, em baixas doses orais, como primeira escolha no tratamento de 
hipertensão arterial sistêmica. É usado como adjuvante no tratamento de 
insuficiência cardíaca crônica controlada, tendo a vantagem de efeito diurético 
moderado e possibilidade de uma administração diária. Pode também ser 
empregada em hipercalciúria e em diabetes não insulino dependente (diabetes tipo 
II).(FTN, 2010). Para tanto, as doses mais comumente prescritos de hidroclorotiazida 
são 12,5 e 25 mg. A biodisponibilidade do uso oral de hidroclorotiazida é elevada, 
variando entre 50% e 80% e atinge a sua concentração sanguínea máxima depois 
de 1,0 - 2,5 horas, com uma meia-vida de 6-19 horas. A hidroclorotiazida não é 
metabolizada, e 95% é excretado na urina (Ernst & Moser, 2009). 
O mecanismo de ação da hidroclorotiazida ocorre através da ativação do 
SRAA principalmente através da depleção de sódio e de água, levando ao aumento 
da concentração plasmática da renina e da atividade da renina plasmática, e, 
portanto, a produção de Ang II. (Villamil et al., 2007). O aumento da concentração de 
renina plasmática e da atividade da renina plasmática é ainda mais potencializado 
quando a hidroclorotiazida é combinado com um inibidor da ECA ou BRA. No 
entanto, o uso do alisquireno, quando combinado com hidroclorotiazida 25 mg / dia 
num estudo de pacientes hipertensos obesos (Jordan et al., 2007), essa combinação 
foi capaz de suprimir a atividade da renina no plasma. Curiosamente, o alisquireno 
também diminui a atividade da renina no plasma, quando combinada com outros 
agentes conhecidos para aumentar a atividade da renina no plasma, incluindo 
inibidores da ECA e BRA (Tabela 1) (Azizi ET AL., 2004).  
É conhecido que o uso de hidroclorotiazida em altas doses apresenta muitos 
efeitos adversos, incluindo o desequilíbrio de eletrólitos (hipocalemia, hiponatremia), 
resistência à insulina, e hiperuricemia, entretanto, para o uso eficaz da 
hidroclorotiazida como monoterapia anti-hipertensiva é necessário doses elevadas, 




utilizarmos terapias combinadas o uso da hidroclorotiazida tem mostrados resultados 
positivos na redução da PA com baixas doses (Savvatis et al., 2010).  
 
No Brasil, o uso da hidroclorotiazida 25mg e losartana 50mg compõem o 
elenco de medicamentos gratuitos para hipertensão, do Programa Farmácia Popular 
do Brasil e Programa "Saúde Não Tem Preço" (MS, 2012), essa escolha esta 
pautada no fato de não encontrar citações de interação farmacológica entre os 
diuréticos tiazídicos (hidroclorotiazida) e os BRA (losartan), para controle da 
hipertensão arterial (Aronson & Dukes, 2006). De acordo com FTN (2010), a 
hidroclorotiazida deve ser usada com precaução nos casos de: Uso de altas doses 
do fármaco ou em insuficiência renal (monitorar nível sérico dos eletrólitos), Diabete 
insulino dependente (diabetes tipo I), porfiria, hipotensão, lúpus eritematoso 
sistêmico, gota, hiperaldosteronismo, síndrome nefrótica, Insuficiência renal,- Idosos 
(usar a menor dose efetiva, especialmente nos que apresentam alterações 
eletrocardiográficas) e Lactação. 
Vários estudos investigaram a utilização de alisquireno e hidroclorotiazida 
isoladamente e em combinação para o tratamento de hipertensão. Villamil et al 
(2007) investigaram os efeitos de alisquireno e hidroclorotiazida em 2776 pacientes 
com hipertensão leve e moderada com pressão arterial diastólica de 95-109 mmHg. 
O alisquireno foi utilizado como monoterapia nas doses de 75, 150 e 300 mg uma 
vez por dia , hidroclorotiazida nas doses de 6.25, 12.5 e 25 mg , e a sua combinação 
incluídas todas as doses possíveis. O estudo foi um ensaio controlado, placebo, 
duplo-cego, randomizado e com duração de oito semanas. Ambos os fármacos 
reduziu significativamente a PA em comparação com o placebo, e curiosamente, foi 
observado redução similar da PA em doses comparáveis de aliscireno e 
hidroclorotiazida. A Combinação dos fármacos foi eficaz na redução tanto da 
pressão sanguínea diastólica quanto da sistólica. As taxas de resposta também 
foram maiores com a combinação do aliscireno – hidroclorotiazida. As taxas de 
aumento da atividade da renina plasmática e hipocalemia observados com a 




o risco de hipocalemia nos grupos de associação foi apenas ligeiramente maior do 
que com o placebo. (Tabela 1) 
 
Tabela 1: Efeitos dos Bloqueadores do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) e agentes 



















1.4.2 L-arginina como Terapia Anti-Hipertensiva  
 
Em adição ao uso de terapias anti-hipertensivas que visam à inibição do 
SRAA em modelos de hipertensão renovascular vem sendo observado estudos que 
apontam como promissor o uso de substâncias que potencializam a 
biodisponibilidade de NO, como uma estratégia vasodilatadora, e até o uso de 
medicamentos que combatem radicais livres, como as terapias anti-oxidantes.     
Sabe-se que a disfunção endotelial leva a uma diminuição da 
biodisponibilidade do NO (Rajapakse & Mattison, 2009; Anggard,1994) e que esse é 
um fator de prognóstico desfavorável em doentes com hipertensão arterial, este fato 
foi revelado por Perticone et al, (2001) os quais mostraram que o risco de acidente 
cardiovascular foi quatro vezes maior em pacientes que sofrem de disfunção 
endotelial que aqueles com a função endotelial intacta. Adicionalmente, é conhecido 
que os elementos mais essenciais que influenciam a diminuição da 
biodisponibilidade de NO são o inibidor da NOS endógeno - ADMA (dimetilarginina 
assimétrica) e aumento da produção de O2
- (Kojda & Harrison, 1999; Cooke, 2000). 
Segundo Loscalzo (2004) dentre os mecanismos potenciais pelos quais a L-
arginina melhora a função do endotélio estão o aumento dos transportes e o nível 
intercelular da arginina, o antagonismo competitivo para ADMA, função antioxidante, 
estimulação da libertação de histamina dos mastócitos, diminuição da atividade da 
noradrenalina, aumento da secreção de insulina e alterações no pH intercelular, 
sendo assim, justifica-se o uso da  suplementação oral de L-arginina em pacientes 
com hipertensão arterial. 
Estudos prévios em nosso laboratório mostrou que o tratamento precoce com 
L-arginina previne a hipertensão 2R1C (Abreu et al.,1999). Adicionalmente, Deng et 
al, (1995)  demonstraram que a infusão de L-arginina em ratos, causa vasodilatação 
renal e natriurese, além do aumento resistência do fluxo glomerular, acompanhado 
por aumento na excreção de nitrito e nitrato, L-citrulina e GMPc. Outros estudos 
demonstraram que a L-arginina é capaz de aumentar a produção de NO na 




Corroborando esses achados, estudos apontam para o tratamento com L-
arginina como promissor não somente na redução da hipertensão arterial, mas, 
sobretudo, na proteção de orgãos-alvo. Gouvea et al., (2002,2004)  demonstraram 
que os animais que receberam L-arginina tiveram uma redução nos níveis 
hipertensores da ordem de 25 % após sete dias de tratamento. Além do efeito 
sistêmico sobre a pressão arterial, a L-arginina promoveu diurese e natriurese nos 
hipertensos tratados, reverteu a hipertrofia cardíaca, aumentou a massa do rim 
clipado e reduziu significativamente a atividade da ECA no plasma, coração e rim 
cuja artéria renal recebeu o clipe.  
Recentemente, Das S. et al. (2014), demonstraram que a administração 
exógena de L-arginina, reduz a hipertensão mediada pela Ang II em ratos e que a L-
arginina atenua a contração vascular mediada pela Ang II,  em anéis de aorta, por 
meio de mecanismos endoteliais dependente de NO.   
Portanto, vários mecanismos poderiam justificar as ações do tratamento com 
L-arginina, um deles seria o aumento na formação de NO vascular e no rim, assim, o 
aumento na formação de NO pode ser um componente importante na reversão da 
hipertensão renovascular 2R1C por facilitar a reperfusão renal, cardíaca e promover 
vasodilatação sistêmica. Por outro lado, a ação diurética observada com a terapia de 
L-arginina pode também ser um fator determinante na eficácia dessa droga como 




De acordo com o exposto ate o presente momento, a hipertensão 
renovascular possui fisiopatologia conhecida e bem determinada, alem disso, dentre 
varias estratégias terapêuticas aplicadas no controle desse modelo de hipertensão o 
mais empregado é o tratamento farmacológico, sendo que os medicamentos mais 
utilizados e mais efetivos são os bloqueadores do SRAA, ademais, atualmente, 
alguns estudos apontam como promissor os medicamentos que controlam o stress 
oxidativo e aumentam biodisponibilidade de oxido nítrico. Assim, o presente estudo 




(alisquireno) e a ingestão oral de L-arginina podem prevenir a disfunção endotelial 
promovida pela hipertensão renovascular. 
Ademais, analisar as vias pelo qual ocorrem essas melhoras e se essa nova 
estratégia farmacológica pode contribuir para que esse se justifique como uma 
importante alternativa terapêutica contra as alterações cardiovasculares que são 
geradas nesse modelo de hipertensão. Levando em consideração que apesar desse 
modelo de hipertensão ser de baixa prevalência ele caracteriza-se como uma 
hipertensão severa e de difícil controle, alem de apresentar prevalência diferenciada 
na população idosa. Portanto, sabendo que a expectativa de vida hoje é maior, 
estudos nessa direção visam colaborar para que essa população envelheça com 






2 OBJETIVOS  
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
Elucidar os efeitos e mecanismos envolvidos nos tratamentos isolados e 
associados do alisquireno e L-arginina sobre a pressão arterial, reatividade vascular e a 
expressão de proteínas envolvidas nessa modulação em segmentos isolados de aorta 
torácica em ratos com hipertensão renovascular. 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
a) Analisar o efeito do tratamento isolado e associado da L-arginina e do alisquireno 
sobre a pressão arterial sistólica de ratos acordados com hipertensão 
renovascular; 
 
b) Avaliar a reatividade vascular e a sensibilidade à fenilefrina, acetilcolina e 
nitroprussiato de sódio no tratamento com alisquireno e L-arginina sobre a 
resposta contrátil à fenilefrina em aorta torácica de ratos com hipertensão 
renovascular; 
 
c) Estudar a participação da via do óxido nítrico, da Angiotensina II local, e das 
espécies reativas ao oxigênio no tratamento com alisquireno e L-arginina sobre a 
resposta contrátil à fenilefrina em aorta torácica de ratos com hipertensão 
renovascular; 
 
d) Verificar a expressão proteica das isoformas endotelial e induzível de óxido nítrico 
sintase, dos receptores AT1 e AT2, de uma enzima do sistema anti-oxidante, Mn 
SOD2 e da subunidade da NADP(H) oxidase, gp91phox, NOX2 nos grupos 




3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS 
 
Neste estudo foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus novergicus 
albinus), machos pesando entre 160 e 180 g, cedidos pelo biotério do Programa de 
Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas da Universidade Federal do Espírito Santo 
- UFES. Tais animais foram mantidos em gaiolas sob condições de controle de 
temperatura e um ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso à água e à 
ração. 
O uso e cuidado desses animais experimentais foram realizados de acordo com 
os princípios éticos da pesquisa com animais, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de 
Experimentação Animal (COBEA-1991). Todos os protocolos experimentais foram 
aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação e Uso de Animais da Universidade 
Federal do Espírito Santo (CEUA – UFES 004/2010).  
 
3.1.1 Modelo experimental  
 
Os ratos foram divididos de forma aleatória em cinco grupos experimentais (n = 
7 por grupo), foram estudados: controle normotenso (Sham), Hipertensão dois- rins um- 
clipe (2K1C), dois- rins um- clipe tratados com alisquireno (ALSK), dois- rins um- clipe 
tratado com L-arginina (L-arg) e dois- rins um- clipe tratado com a associação de 
alisquireno + L-arginina (ALSK + L-arg). Todos os tratamentos foram iniciados após 
sete dias de estabilização do procedimento cirúrgico para produção da hipertensão 
renovascular (hipertensão 2K1C de Goldblat) e todos os tratamentos tiveram a duração 
de vinte e um dias consecutivos, totalizando 28 dias de hipertensão renovascular. 
Os animais do grupo Sham foram submetidos a todos os procedimentos 
cirúrgicos, entretanto, não foi implantado clipe de prata na artéria renal. Os animais 




de alisquireno diluído em água na dose de 50 mg/Kg/dia durante vinte e um dias. O 
tratamento com L-arginina (Sigma, St. Louis, MO) foi realizado também via gavage 
com 0.1 mL de L-arginina diluída em água diariamente na dose de 10 mg/Kg/dia por 
vinte e um dias consecutivos. Já o grupo ALSK + L-arg recebeu, via gavage, 0.3 mL 
de alisquireno (50 mg/kg/dia) e 0.1 mL de L-arginina (10 mg/kg/dia) também por 
vinte e um dias consecutivos.  
 
 
Figura 6: Organograma do protocolo Experimental 
 
3.1.2 Modelo de Hipertensão Renovascular (Hipertensão 2R1C de Goldblat) 
Após anestesia combinada com Ketamine (75mg/kg IP) e Xylazine (10mg/kg IP), 
foi realizada tricotomia, com posterior assepsia com álcool à 70% na região mediana 
do flanco esquerdo do animal, seguida por uma incisão com exposição do pedúnculo 
renal. A artéria renal foi isolada da veia renal e posteriormente colocado um clipe de 
prata na artéria renal esquerda, ajustável ao peso do animal e pré-calibrado com um 
grau de constrição equivalente ao diâmetro interno de 0,2 mm (Figura 7). Após o 
procedimento, a incisão foi suturada e o animal foi acondicionado em gaiolas 
individuais e mantido no biotério da instituição sob observação constante durante 07 
dias. Um procedimento simulado, que envolveu toda a cirurgia com exceção da 






























Figura 7: Procedimento de clipagem da artéria renal. (A) Anestesia com Ketamine e Xylazine 
intraperitoneal (B) Laparotomia com exposição do pedúnculo renal (C) Separação da artéria renal 
esquerda (D) Inserção do clipe de prata, ajustável ao peso do animal e pré-calibrado com um grau de 
constrição equivalente ao diâmetro interno de 0,2 mm. (Autoria própria). 
 
3. 2 ANÁLISE DA MEDIDA INDIRETA DA PRESSÃO ARTERIAL SISTÓLICA 
A medida indireta da pressão arterial sistólica (PAS) foi realizada de acordo 
com Buñag (1973) e modificada segundo Grizzo et al. (2008). As medidas foram 




procedimento cirúrgico para produção da hipertensão renovascular), após sete dias 
do procedimento cirúrgico e após 21 dias de tratamento (28 de pós operatório), 
através de um pletismógrafo de cauda (IITC Life Science– 23924 Victory Blvd, 
Woodland Hills, CA). Os animais foram previamente climatizados, durante três dias 
antes da mensuração, para adptarem-se ao pletismógrafo, e desta forma, prevenir 
alterações pressóricas devido ao estresse do animal frente ao procedimento. A 
média de três medidas foi utilizada. 
 
3.3. METODOLOGIA EMPREGADA PARA OBTENÇÃO DOS ANÉIS ISOLADOS DE 
AORTA TORÁCICA 
Os animais foram anestesiados com Tiopental sódico (Amental®) na dose de 
50 mg/kg intraperitoneal e, em seguida, eutanaziados e exanguinados. A aorta 
torácica descendente foi cuidadosamente removida e imersa rapidamente em uma 
placa de Petri contendo solução de Krebs-modificado, composta por (em mM): NaCl 
127; KCl 4,7; CaCl2.2H2O 2,5; MgSO4.7H2O 1,2; KH2PO4 1,17; NaHCO3 24; Glicose 
11; EDTA 0,01, aerada com mistura carbogênica contendo 5% de CO2 e 95% de O2. 
Esta solução foi mantida com pH 7,4. 
Após a retirada do tecido conectivo e adiposo, a aorta torácica foi dividida em 
seis segmentos cilíndricos de aproximadamente 3,0 a 4 mm de comprimento (Figura 
8).  
                                                                            





Figura 8: (A) Aorta torácica imersa em uma placa de Petri contendo solução de Krebs, antes da 
manipulação para retirada do tecido conectivo e adiposo; (B) Após a retirada dos tecidos e sendo 
dividida em segmentos cilíndricos entre 3-4 mm (Angeli, 2009).  
 
Cada anel vascular foi colocado em cubas contendo 5 ml de solução de 
Krebs-Henseleit aquecida a 36 ± 0,5 ºC, continuamente gaseificada com mistura 
carbogênica, mantendo o pH estável em 7,4. Dois fios de aço inoxidável, em forma 
de triângulos, foram passados através do lúmen dos segmentos de forma que 
fiquem paralelos na luz do vaso. Um fio foi fixado à parede do banho e o outro 
conectado verticalmente a um transdutor de tensão isométrica. Assim, qualquer 
alteração do diâmetro do vaso era captada pelo transdutor de força (TSD 125) 
conectado a um sistema de aquisição de dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; Santa 




Figura 9: Preparação dos anéis isolados de aorta para avaliação da reatividade vascular “in vitro”. 





Após a montagem, os anéis aórticos foram submetidos a uma tensão de 
repouso de 1 grama, reajustada, quando necessário, durante 45 minutos de 
estabilização. 
 
3.3.1 Avaliação da reatividade vascular ao cloreto de potássio (KCl) 
 
Após o período de 45 minutos de estabilização, foi administrado ao banho KCl 
75 mM para verificar a atividade contrátil do músculo liso vascular induzida por 
despolarização. Após atingirem uma variação de um grama de força a partir do valor 
basal, estes anéis eram lavados aproximadamente três vezes com solução de 
Krebs-Henseleit até retornar a tensão de repouso (Figura 10 B, C). Assim, os anéis 
que não obtiveram tal contração foram descartados. Após 30 minutos de 
estabilização (Figura 10 D), uma nova dose de KCl (75 mM) era adicionada ao 
banho para a aquisição de uma contração máxima do músculo liso vascular, aferida 
no período de aproximadamente 30 minutos, tempo necessário para atingir um platô 
no registro da contração (Figura 10 E, F). Após este platô, os anéis foram 
novamente lavados três vezes para atingir o valor basal (1.0 grama) e, depois de 30 
minutos (Figura 10 G, H), esses anéis foram submetidos à avaliação da integridade 
funcional do endotélio. 
 
3.3.2 Avaliação da integridade funcional do endotélio 
 
A função endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista 
muscarínico acetilcolina. Para tal, os anéis de aorta foram pré-contraídos com 
fenilefrina 10-6 M. Uma vez atingido o platô, uma dose única de acetilcolina (10-5 M) 
foi aplicada (Figura 10 I, J, L). Somente para o grupo Sham foi determinado que os 
anéis que relaxaram menos que 80% do platô seriam descartados. Os anéis sem 
endotélio relaxaram no máximo 10% ou até contraíram, já para os animais dos 




conhecia o padrão de resposta vascular na hipertensão renovascular e nem nos 














Figura 10: Registro com curvas representando o teste da viabilidade do músculo liso vascular com 
KCl e avaliação da integridade funcional do endotélio. Avaliação da viabilidade do músculo liso 
vascular com KCl: A) Período de estabilização inicial (45 min permanecendo na tensão de 0.9 a 1,3 
g); B) Adição de KCl (75 mM) ao banho; C) Lavagem dos anéis com solução Krebs-Henseleit; D) 
Período de estabilização (30 min); E) Adição de KCl (75 mM) ao banho; F) Platô da contração 
induzida pelo KCl (75 mM); G) Lavagem dos anéis com solução Krebs-Henseleit; H) Período de 
estabilização (30 min). Avaliação da integridade funcional do endotélio: I) Pré-contração com 
fenilefrina (Fe) 10
-6
M; J) Platô da contração induzida pela Fe; L) Adição de acetilcolina (ACh) 10
-5
M. O 
tempo foi registrado em minutos, eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a força em gramas (g), eixo 
vertical.  
 
3.4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 
 
3.4.1 Efeitos dos tratamentos com Alisquireno e L-arginina sobre a resposta 
vasoconstritora à fenilefrina nos anéis isolados de aorta de ratos com 
hipertensão renovascular 
 
Após a avaliação da integridade funcional do endotélio, a solução nutridora do 
banho foi trocada três vezes para que a tensão basal fosse restabelecida. Após 30 




realizada a curva concentração-resposta à fenilefrina (10-10 a 3x10-4 M) de maneira 
cumulativa nos dois grupos estudados.   
 
3.4.2 Efeitos dos tratamentos com Alisquireno e L-arginina sobre a modulação do 
endotélio na resposta vasoconstritora à fenilefrina de ratos com hipertensão 
renovascular 
 
Com a finalidade de avaliar a capacidade do endotélio em modular a resposta 
constritora à fenilefrina, foram utilizados nos protocolos experimentais anéis de aorta 
com endotélio íntegro (E+) e sem endotélio (E-). As células endoteliais foram 
removidas mecanicamente através do uso de fios metálicos. Estes foram inseridos 
na luz do vaso e friccionados à sua íntima, ocasionando lesão do endotélio. A 
ausência do endotélio foi confirmada pela incapacidade da acetilcolina 10-5 M  
induzir o relaxamento, após a pré-contração com fenilefrina. A preparação foi lavada 
e, após 30 minutos de retorno à tensão basal, foram realizadas curvas 
concentrações-resposta à fenilefrina (10-10 a 3x10-4 M). 
 
3.4.3 Efeitos dos tratamentos com Alisquireno e L-arginina na resposta de 
relaxamento dependente do endotélio de ratos com hipertensão renovascular 
 
A função endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista 
muscarínico acetilcolina (ACh). Para tal, os anéis de aorta com endotélio foram pré-
contraídos com fenilefrina 10-6 M. Uma vez obtido o platô, foram realizadas as curvas 
concentração-resposta, cumulativas à acetilcolina (10-11 a 3.10-4 M). 
 
3.4.4 Efeitos dos tratamentos com Alisquireno e L-arginina na resposta de 





A avaliação da vasodilatação não mediada pelo endotélio foi analisada 
através do relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sódio (NPS). Assim como 
para acetilcolina, os anéis foram pré-contraídos com fenilefrina 10-6 M e, a seguir, 
foram realizadas curvas concentração-resposta a esse agonista em concentrações 
de 10-11 a 3.10-4 M. 
 
3.4.5 Investigação dos fatores endoteliais envolvidos no tratamento com 
Alisquireno e L-arginina sobre a resposta à fenilefrina na aorta de ratos com 
hipertensão renovascular 
 
 Todos os protocolos de reatividade vascular, a partir deste momento, foram 
realizados da mesma forma. Após o teste do endotélio e dos 30 minutos de 
estabilização da preparação, o fármaco a ser estudado era incubado por trinta 
minutos, e, logo após, realizada a curva concentração-resposta à fenilefrina (10-10 a 
3x10-4 M) (Figura 11).  
 
 





Figura 11: Esquema demonstrativo dos protocolos experimentais. Incubação com o fármaco a ser 







3.4.5.1 Influência do tratamento com Alisquireno e L-arginina de ratos com 
hipertensão renovascular na via do óxido nítrico  
 
 Com a finalidade de estudar a participação do óxido nítrico (NO) na resposta 
contrátil à fenilefrina, os anéis de aorta foram incubados com um inibidor não-
seletivo da enzima óxido nítrico sintase (NOS), o NG-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME, 100 µM).  
 
3.4.5.2 Envolvimento da Angiotensina II local sobre o tratamento com alisquireno e 
L-arginina de ratos com hipertensão renovascular sobre a resposta contrátil à 
fenilefrina em aorta torácica 
 
Buscando averiguar a participação da via da angiotensina II local sobre o 
tratamento com alisquireno e L-arginina de ratos com hipertensão renovascular na 
reatividade vascular à fenilefrina (10-10 a 3x10-4 M), foi utilizado o enalapril (10 µM), 
um inibidor da enzima conversora da angiotensina (ECA).  
Em seguida, mediante outro protocolo, foi avaliada a participação da ativação 
dos receptores AT1 pela angiotensina II através do bloqueio farmacológico destes 
receptores com o losartan (10 µM). 
 
3.4.5.3 Envolvimento de radicais livres no tratamento com Alisquireno e L-arginina 






Para verificar o envolvimento de EROs sobre o tratamento com Alisquireno e 
L-arginina de ratos com hipertensão renovascular na resposta contrátil à fenilefrina 
foram utilizados: a apocinina (Apo, 100 µM),  um inibidor seletivo da enzima NADPH 
oxidase, ou seja, inibe uma das principais enzimas formadoras de radicais livres e a 
superóxido dismutase (SOD, 150 U ml-1), é um importante anti-oxidante fisiológico 
que converte ânion superóxido (02
-) em peróxido de hidrogênio (H2O2). 
 
3.5 ESTUDOS DA EXPRESSÃO PROTÉICA 
3.5.1 Western Blot para detecção da eNOS, iNOS, receptor AT1 e AT2, SOD-2 e 
gp91phox em aorta de ratos 
 
 A técnica de Western Blot foi utilizada para determinar a influência do 
tratamento com alisquireno e L-arginina de ratos com hipertensão renovascular 
sobre a expressão proteica da isoforma endotelial da sintase de óxido nítrico 
(eNOS), isoforma induzível de óxido nítrico (iNOS), dos receptores AT1 e AT2, assim 
como na enzima, superóxido dismutase 2 (Mn SOD2) e a subunidade da NADPH 
oxidase, gp91phox, NOX2, em segmentos de artéria aorta torácica de ratos dos 
grupos Sham, 2R1C, 2R1C tratado com alisquireno, 2R1C tratado com L-arginina e 
2R1C tratado com a associação de alisquireno e L-arginina. A expressão protéica de 
todas as proteínas foi realizada em condições basais. 
 
3.5.2 Preparação dos tecidos e quantificação de proteínas  
 
As amostras foram preparadas utilizando segmentos de aorta torácica de 
todos os grupos. Os anéis da aorta foram mantidas a -80° C até o momento da 
extração proteica, que foi realizada em 200 µL de tampão de lise (10mM Tris – HCl 
pH 7,4, 1mM NaVO3, 1% SDS, 0,5mM DTT, 5 mM EDTA, 1mM PMSF), ao qual se 
adicionou 10µg/mL coquetel inibidor de proteases. A homogeneização foi realizada 




4°C por 15 minutos. Os sobrenadantes foram recolhidos, aliquotados e armazenados 
a -80 °C. Este extrato total foi utilizado para avaliação da expressão de eNOS, iNOS, 
receptores AT1 e AT2, SOD-2 e NADPH oxidase (gp91phox). 
A determinação do conteúdo de proteína total, nos anéis de aorta foi feita 
utilizando-se o método de Lowry (Lowry, 1951).  Preparou-se o reagente A (48:1:1 – 
carbonato de sódio 3% com 0,1 M de NaOH, tartarato de sódio/potássio 4% e sulfato 
de cobre 2%, respectivamente) e o reagente B (reagente de Folin-fenol Ciocalteu – 
1:3 em água). A solução padrão foi obtida a partir de diluições de albumina bovina 
(BSA) em água destilada com concentração estoque final de 1mg/mL. Essa solução 
foi diluída para a obtenção da curva padrão, em que as diluições continham de 5 a 
80 µg de proteína. Alíquotas dos sobrenadantes dos homogenatos dos tecidos (5 
µL) foram utilizadas para as dosagens. Todos os tubos de ensaio foram completados 
para um volume final de 250 µL, sendo posteriormente adicionados 2,5 mL da 
solução A. Após 10 minutos, se adicionou 0,25 mL da solução B. A absorbância foi 
medida a 660 nm depois de 10 minutos. Todas as dosagens foram feitas em 
duplicata. 
Posteriormente, foi calculado o volume necessário para uma carga de 50 μg 
de proteína, sendo este volume de amostra misturada, em partes iguais, com 
tampão de homogeneização. Alíquotas do homogeneizados foram diluídas em 
solução de Laemmli 2X (0,5 mM de uréia, 0,17 mM de SDS, 39 μM de ditiodiol, 0,01 
M de Tris e azul de bromofenol 0,5%). As amostras depois de preparadas eram 
aquecidas a 950C durante 4 minutos.  
 
3.5.3 Eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE) 
 
As amostras foram carregadas em géis de SDS-poliacrilamida 7,5% e 10% 
para eNOS, iNOS, receptor AT1 e AT2, SOD-2 e NADPH oxidase (gp91phox) (1,5 M 
Tris Hcl pH: 8.8, acrilamida 40%, glicerol 100%, SDS 10%, APS 10% e Temed) 
previamente imersos em um tampão para eletroforese (25mM de Tris HCl, 190 mM 
de glicina e 0,1% de SDS). Antes da sua aplicação no gel as amostras foram 




mM de tris-HCl pH 8,3, 192 mM de glicina e 0,1% de SDS), a 80 volts por 
aproximadamente 2 horas e 30 minutos (PowerPacTM HC, BioRad, Singapura). Os 
procedimentos relativos a eletroforese foram realizados segundo o sistema descrito 
por Laemmli (1970). 
 
3.5.4 Transferência das proteínas  
 
Depois de separadas, as proteínas das amostras para avaliar a expressão da 
eNOS, iNOS foram transferidas para uma membrana de PVDF utilizando um sistema 
de transferência (Biorad, Trans-Blot SD), com tampão de transferência constituído 
de 25 mM de tris-HCl pH 8,3, 192 mM de glicina e 20% (v/v) de metanol, por 55 
minutos a 10 volts. A transferência das proteínas para análise do receptor de AT1 e 
AT2, Mn SOD2 e gp91phox foi realizada em cuba molhada (Biorad), por 2:00 hs, 60 
volts a 4°C. 
 
3.5.5 Incubação dos anticorpos 
 
Após a transferência, as membranas de PVDF foram incubadas por 2:30 
horas em uma solução constituída de leite em pó desnatado (5%) em tampão TBS- 
tween 0,1% (20 mM de tris-HCl pH 7,4 e 150 mM de NaCl), à  temperatura ambiente 
sob agitação leve, para evitar ligações inespecíficas com reativos não imunológicos. 
Em seguida, As membranas foram incubadas por 4 horas a temperatura ambiente, 
sob agitação, em TBS-T adicionado mais os seguintes anticorpos primários: eNOS 
(1:2500, BD Transduction Laboratories, Lexington, UK), iNOS (1:2000, BD 
Transduction Laboratories, Lexington, UK), AT1 (1:1000, Millipore, Billerica, MA, 
EUA), AT2 (1:500, Millipore, Billerica, MA, EUA), gp91phox (1:2000, BD 
Biosciences), Mn SOD 2 (1: 1000, Santa Cruz Biotechnology, California, EUA) e para 
β-actina (1:1500, Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Após este período, as membranas 
foram lavadas em tampão TBS-tween 0,1%, sob agitação leve em temperatura 
ambiente e incubadas com o anticorpo secundário (IgG, anti-mouse conjugado para 




alcalina – 1:7000, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) por 1:30 hora, à temperatura 
ambiente, sob agitação suave, seguida de lavagem com tampão TBS-tween 0,1%, e 
posteriormente com tampão TBS. 
A detecção da ligação proteína-anticorpo foi realizada utilizando-se o Kit 
comercial NBT/BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate nitroblue tetrazolium 
(NBT)/5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (BCIP) – Invitrogen), de acordo com as 
instruções do fabricante. As membranas tiveram suas imagens digitalizadas e 
tratadas utilizando o programa ImageJ (domínio público). Em cada ensaio 
experimental fez-se a normalização em relação ao controle (β-actina), com vista a 
diminuir os possíveis erros associados às variações nas concentrações das 
proteínas. Os resultados foram expressos em unidades arbitrárias. 
 
3.6 EXPRESSÕES DOS RESULTADOS E ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 
Os valores de N significam o número de animais utilizados em cada grupo 
experimental. 
As respostas contráteis ao KCl e à fenilefrina foram expressadas como tensão 
desenvolvida pelo anel de aorta, em gramas de contração. As respostas de 
relaxamento dependente e independente do endotélio, evocadas pela acetilcolina e 
nitroprussiato de sódio, respectivamente, foram expressas em porcentagem de 
relaxamento em relação à pré-contração obtida pela fenilefrina.  
Para a determinação dos valores de resposta máxima (Rmáx) e pD2 (-log 
EC50, que corresponde ao valor da concentração de fenilefrina que produz 50% da 
resposta máxima), em resposta aos diferentes agonistas utilizados, foi realizada uma 
análise de regressão não-linear, obtida através da análise das curvas concentração-
resposta utilizando-se Graph Prism Software (San Diego, CA, USA).  
Com a finalidade de comparar a magnitude de efeito dos fármacos sobre a 
resposta contrátil à fenilefrina dos grupos estudados, alguns resultados foram 




resposta à fenilefrina. A dAUC foi calculada para cada curva concentração-resposta 
e a diferença está expressa como porcentagem da diferença da AUC (dAUC%) da 
curva controle correspondente. Para análise estatística dos resultados foi realizada 
teste t de Student não-pareado, análise de variância (ANOVA), de duas vias para 
medidas repetidas ou completamente randomizada. Quando ANOVA apresentava 
significância estatística era realizado o pos-hoc de Tukey utilizando-se Graph Prism 
Software (San Diego, CA, USA). Os resultados foram considerados estatisticamente 
significantes para valores de p< 0,05. 
 
Os resultados da expressão protéica da eNOS, iNOs, receptor AT1 e AT2, 
SOD e GP91PHOX estão expressos como relação entre a densidade óptica para 
estas proteínas em relação a β-actina. As medias foram analisadas através da 
análise de variância (ANOVA) de uma via. Quando ANOVA apresentava 
significância estatística era realizado o pos-hoc de Fisher utilizando-se Graph Prism 
Software (San Diego, CA, USA). Os resultados foram considerados estatisticamente 






4.1. EFEITOS DOS TRATAMENTOS COM ALISQUIRENO E L-ARGININA SOBRE A 
PRESSÃO ARTERIAL SISTÓLICA (PAS) DE RATOS COM HIPERTENSÃO 
RENOVASCULAR. 
 
Em todos os grupos experimentais a PAS foi avaliada no tempo 0 (antes de 
realizar a implantação do clipe na artéria renal),  sete dias após o procedimento 
cirúrgico para produção da hipertensão renovascular a pressão foi novamente 
aferida a fim de determinar o sucesso do procedimento, nesse momentos os animais 
que apresentavam PAS menor que 160 mmHg eram excluídos e os animais que 
apresentavam valores iguais ou superior a 160 mmHg eram randomizados para 
iniciar o tratamento com os fármacos avaliados nesse estudo, exceto para o grupo 
Sham. Vinte e oito dias após o procedimento cirúrgico a PAS foi novamente aferida 
para determinar a ação dos fármacos sobre a hipertensão renovascular. No tempo 0, 
os animais apresentavam valores pressóricos semelhantes (Sham: 112.2±1.01 
mmHg, n = 7; 2K1C: 120.4±2.11 mmHg, n = 7; ALSK: 124.6±1.20 mmHg, n = 8; L-
arg: 115.6±3.3 mmHg, n=8 and ALSK+L-arg: 118.8±2.70 mmHg, n=8; p>0,05). No 
sétimo dia após a cirurgia de implantação do clipe todos os grupos experimentais, 
exceto o grupo Sham, demonstraram elevação da PAS (2K1C: 204±12.7 mmHg, n = 
7; ALSK: 217.8±10.2 mmHg, n = 7; L-arg: 197.5±8.9 mmHg, n = 8; ALSK+L-arg: 
197.1±6.08 mmHg, n = 8 vs. Sham: 119.2±2.51, p<0,05)  Ao final do tratamento 
somente o grupo tratado com alisquireno associado a L-arginina foi capaz de reduzir 
a PAS comparado aos grupos 2R1C e ALSK (2R1C: 204±12.7 mmHg, n=6, ALSK: 
202.4±17.7 mmHg, n=7 vs  ALSK+L-arg: 138.4±4.37 mmHg, n = 8) e os grupos 
2R1C, ALSK e L-arg mantiveram a PAS elevada comparada ao grupo Sham (2R1C: 
204±12.7 mmHg, n=6, ALSK: 202.4±17.7 mmHg, n=7, L-arg: 175.6±9.14 mmHg, n=7 
vs Sham: 114.4±5.2 mmHg, n=7) ANOVA (uma via), *p< 0,05 vs Sham, + p< 0,05 vs 





Figura 12: Análise dos valores de pressão arterial sistólica (PAS, mmHg) medidos por meio de da 
pletismografia de cauda em ratos dos grupos Sham, 2R1C, ALSK, L-arg e ALSK+L-arg, no tempo 0 
(antes da cirurgia), 7 dias após a cirurgia e 28 dias após o procedimento. Os resultados estão 
expressos como média ± erro padrão da média. ANOVA (uma vias), *p < 0,05 vs Sham, +p < 0,05 vs 
ALSK+L-arg. 
 
4.2 RESPOSTAS VASCULARES AO CLORETO DE POTÁSSIO (KCl) EM ARTÉRIA 
AORTA 
 
 A exposição dos segmentos arteriais ao KCl (75 mM) promoveu resposta 
contrátil com magnitude semelhante em todos os grupos experimentais. A retirada 
mecânica do endotélio não mudou de forma significante a resposta contrátil ao KCl, 
e assim como nos segmentos com endotélio íntegro a resposta ao KCl nos anéis 
sem endotélio foi semelhante entre os grupos experimentais. 
 O número de animais mostrados nas tabelas 2 e 3 representam o n total 
dos animais utilizados em todos os protocolos experimentais submetidos à resposta 






Tabela 1: Valores de resposta contrátil ao Cloreto de Potássio (KCl) em anéis 
isolados de aorta, com endotélio de ratos com hipertensão renovascular dos grupos: 
Sham (Sham E+), doir rins um clipe (2R1C E+), tratado com alisquireno (ALSK E+), 
tratado com L-argiina (L-arg E+) e tratado com Alisquireno + L-arginina (ALSK+L-arg 
E+) 
 
                                            Contração (g) KCl ( 75 mM) 
 
Sham E+                                     2,83 ± 0,06 (n= 34) 
 
2R1C E+                                     2,84 ± 0,11 (n= 41) 
 
ALSK E+                                     2,70 ± 0,07 (n= 57) 
 
L-arg E+                                      2,52 ± 0,05 (n= 48) 
 
ALSK + L-arg E+                                    2,45 ± 0,07 (n= 49) 
Valores expressos em média e EPM; ANOVA (uma via). p >0,05. 
 
Tabela 2: Valores de resposta contrátil ao Cloreto de Potássio (KCl) em anéis 
isolados de aorta desnudos de ratos com hipertensão renovascular dos grupos: 
Sham (Sham E-), dois rins um clipe (2R1C E-), tratado com alisquireno (ALSK E-), 
tratado com L-arginina (L-arg E-) e tratado com Alisquireno + L-arginina (ALSK+L-arg 
E-) 
 
                                            Contração (g) KCl ( 75 mM) 
 
Sham E-                                     2,88 ± 0,11 (n= 7) 
 
2R1C E-                                     2,87 ± 0,32 (n= 7) 
 
ALSK E-                                     2,38 ± 0,18 (n= 10) 
 
L-arg E-                                      2,75 ± 0,32 (n= 8) 
 
ALSK + L-arg E-                                   2,42 ± 0,21 (n= 9) 





4.3 EFEITOS DOS TRATAMENTOS COM ALISQUIRENO E L-ARGININA SOBRE A 
REATIVIDADE À FENILEFRINA NOS ANÉIS ISOLADOS DE AORTA DE RATOS COM 
HIPERTENSÃO RENOVASCULAR. 
 
 A fenilefrina (agonista α1 adrenérgico) promoveu resposta vasoconstritora 
concentração-dependente nos anéis de aorta de animais dos grupos estudados 
(Figura 13). A avaliação das concentrações entre os diferentes grupos demonstrou 
que o grupo 2R1C apresentou uma hipercontratilidade comparado aos demais 
grupos (Sham, ALSK, L-arg e ALSK+L-arg). No entanto, a resposta máxima foi 
menor nos segmentos arteriais dos animais dos grupos Sham, L-arg e ALSK +L-arg 
comparados ao grupo 2K1C (Tabela 4). A avaliação da sensibilidade (pD2) 
demonstrou um aumento significativo nos grupos  L-arg e ALSK+L-arg comparados 
ao grupo Sham (Tabela 4). A resposta à fenilefrina foi expressa em porcentagem da 
contração máxima induzida pelo KCl. 
 
Tabela 3: Valores de resposta máxima (Rmáx, g) e sensibilidade (pD2) das curvas 
concentração - resposta à fenilefrina em anéis isolados de aortas intactos de ratos 
com hipertensão renovascular dos grupos: Sham (Sham E+), dois rins um clipe 
(2R1C E+), tratado com alisquireno (ALSK E+), tratado com L-arginina (L-arg E+) e 
tratado com Alisquireno + L-arginina (ALSK+L-arg E+). 
 
 Rmáx (%) pD2 
Sham E+ 
 





92,4 ± 4,4  
 
148,1 ± 15,6 *+‡ 
 
112,3 ± 7,4  
 
106,6 ± 8,8  
 6,77 ± 0,35‡+ 
 
7,25 ± 0,14 
 
7,74 ± 0,21 
  
8,20 ± 0,24  




Valores expressos em média ± EPM; ANOVA (uma via, seguido por Tukey).*p<0,05 vs Sham, # 
p<0,05 vs ALSK, ‡p<0,05 vs L-arg e +p<0,05 vs ALSK+L-arg; Rmáx: 2R1C E
+
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Figura 13: Curvas concentração-resposta à fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos Wistar nos 
grupos Sham (Sham E
+
),dois rins um clipe (2R1C E
+
), tratados com alisquireno (ALSK E
+
), tratados 
com L-arginina (L-arg E
+
) e tratados com alisquireno + L-arginina (ALSK+L-arg E
+
). O número de 
animais está demonstrado entre parênteses. Os símbolos representam média ± EPM; ANOVA (duas 




4.4 MODULAÇÃO ENDOTELIAL DO TRATAMENTO COM ALISQUIRENO E L-
ARGININA SOBRE A REATIVIDADE À FENILEFRINA NOS ANÉIS ISOLADOS DE 
AORTA DE RATOS COM HIPERTENSÃO RENOVASCULAR. 
 
 A remoção mecânica do endotélio não alterou a resposta máxima e nem a 
sensibilidade entre os grupos estudados (Tabela 5). Por outro lado, a avaliação da 
curva concentração resposta a fenilefrina de anéis com o endotélio removido 
demonstrou uma aumento da resposta contrátil em todos os grupos estudados 
(Figura 14). A resposta à fenilefrina foi expressa em porcentagem da contração 





Tabela 4: Valores de resposta máxima (Rmáx, g) e sensibilidade (pD2) das curvas 
concentração- resposta à fenilefrina em anéis isolados de aortas sem endotélio de 
ratos com hipertensão renovascular dos grupos: Sham (Sham E-), dois rins um clipe 
(2R1C E-), tratado com alisquireno (ALSK E-), tratado com L-arginina (L-arg E-) e 
tratado com Alisquireno + L-arginina (ALSK+L-arg E-) 
 
 Rmáx (%)  pD2 







ALSK + L-arg E- 
166,4 ± 7,59  
 
136,7 ± 12,9 
 
161,8 ± 10,5 
 
162,4 ± 13,9  
8,90 ± 0,32  
 
8,23 ± 0,20 
 
8,60 ± 0.20 
 
8,13 ± 0,43 





Figura 14: Efeito da remoção do endotélio (E
-
) na curva concentração-resposta à fenilefrina em anéis 
isolados de aorta de ratos com hipertensão renovascular dos grupos Sham (Sham E
-
), dois rins um 
clipe (2R1C E
-
), tratado com alisquireno (ALSK E
-
), tratado com L-arginina (L-arg E
-
) e tratado com 
Alisquireno + L-arginina (ALSK+L-arg E
-





 Adicionalmente, a avaliação da resposta máxima a remoção do endotélio 
(E-) quando comparado ao anel com o endotélio pérvio (E+) apresentou um aumento 
da Rmáx nos grupos Sham, L-arg e ALSK +L-arg comparado a seus respectivos 
controles E+. Já a sensibilidade apresentou-se elevada, quando o endotélio foi 
removido, somente nos grupos Sham e 2R1C comparado com seus respectivos 
controles E+. (Tabela 6). Adicionalmente, a avaliação da curva concentração 
resposta a fenilefrina na condição controle (E+) e ao remover o endotélio nos anéis 
isolados de aorta dos grupos experimentais Sham (Figura 15 A), 2R1C (Figura 15 
B), ALSK (Figura 15 C), L-arg (Figura 15 D) e ALSK + L-arg (Figura 15 E) desviou a 
curva para esquerda. 
 A análise da diferença percentual abaixo da curva (% dAUC) mostrou que a 
modulação endotelial na resposta contrátil à fenilefrina em ratos com hipertensão 
renovascular tratados com alisquireno e L-arginina é significantemente maior  no 
grupo tratado com alisquireno associado a L-arginina quando comparado aos  
grupos 2R1C e tratado com alisquireno (ALSK) (%dAUC – ALSK+L-arg: 127,3 ± 38,3 
vs 2R1C: 36,3 ± 11,5 e ALSK: 39,8 ± 9,5) (Figura 15 F). 
 
Tabela 5: Valores de resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) das curvas 
concentração- resposta à fenilefrina em anéis (intactos e desnudos) de aorta de 
ratos com hipertensão renovascular dos diferentes grupos estudados. 














92,4 ± 4,4  
 
130,3 ± 3,6 † 
 
148,1 ± 15,6 
 
166,4 ± 7,59 
 




106,6 ± 8,8  
 6,77 ± 0,35 
 
7,93 ± 0,20 † 
 
7,25 ± 0,14 
 
8,90 ± 0,32 † 
 
7,74 ± 0,21 
  
8,23 ± 0,20 
 






ALSK + L-arg E+ 
 
ALSK+L-arg E- 
161,8 ± 10,5 †   
 
84,3 ± 7,6  
 
162,4 ± 13,9 + 
8,60 ± 0,20 
 
 8,28 ± 0,37  
 
8,13 ± 0,43 
Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado. † p<0,05; Rmáx e pD2: E
-
 vs  E+. 
 
 
Figura 15: Curvas concentração-resposta à fenilefrina em anéis de aorta de ratos com hipertensão 
renovascular dos grupos: (A) Sham (Sham E
+
) e após a retirada do endotélio (Sham E
-
); (B) dois rins 
um clipe (2K1C E
+
) e após a retirada do endotélio (2K1C E
-
); (C) tratado com alisquireno (ALSK E
+
) e 
após a retirada do endotélio (ALSK E
-
); (D) tratado com L-arginina (L-arg E
+
) e após a retirada do 
endotélio (L-arg E
-
); (E) tratado com alisquireno associado a L-arginina (ALSK+L-arg E
+
) e após a 
retirada do endotélio (ALSK+L-arg E
-
); (F) Diferença percentual da área abaixo da curva em vasos 
com endotélio intacto e desnudo entre os grupos. O número de animais está demonstrado entre 
parênteses. Os símbolos representam média ± EPM; ANOVA (uma e duas vias) seguido de Tukey. 
*p<0,05 Sham E
+
 vs Sham E
-
; § p<0,05 2R1C E
+
 vs 2R1C E
-
; #p<0,05 ALSK E
+
 vs ALSK E
-
; ‡ p<0,05 
L-arg E
+
 vs L-arg E
-
 e + p<0,05 ALSK + L-arg E
+
 vs ALSK + L-arg E
-





4.5 EFEITO DO TRATAMENTO COM ALISQUIRENO E L-ARGININA SOBRE O 
RELAXAMENTO DEPENDENTE DO ENDOTÉLIO DE AORTA DE RATOS COM 
HIPERTENSÃO RENOVASCULAR. 
 
 A avaliação da resposta máxima (Rmáx) foi significativamente menor nos 
segmentos arteriais dos animais do grupo 2R1C e ALSK comparado aos grupos 
Sham e ALSK+L-arg respectivamente (Tabela 7). Já a avaliação da sensibilidade 
(pD2) demonstrou um aumento significativo no grupo ALSK+L-arg comparado ao 
grupo 2R1C (Tabela 7). Ao avaliarmos a curva concentração resposta a Ach, o 
relaxamento mediado pelo endotélio, como esperado, apresentou um relaxamento 
concentração resposta em todos os anéis isolados de aorta, entretanto, os grupos 
2R1C, ALSK e L-arg apresentaram um prejuízo no relaxamento dependente do 
endotélio comparado ao grupo Sham (Figura 16).  
 
Tabela 6: Resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) induzidas pela acetilcolina 
em anéis isolados de aorta intactos de animais de ratos com hipertensão 
renovascular dos diferentes grupos estudados. A resposta máxima está expressa 
como percentual de relaxamento após a pré-contração com à fenilefrina. 
 
 Rmáx (%) pD2 








79,7 ± 3,7 *+ 
 
76,1 ± 7,7 *+ 
 
90,8 ± 5,4 
 
96,8 ± 4,8  
6,7 ± 0,7 
 
8,1 ± 0,9 
 
7,1 ± 0,3 
 
8,2 ±0,6 § 
Valores expressos em média ± EPM; ANOVA (uma via seguido por tukey). *p<0,05 vs Sham, + 
p<0,05 vs ALSK+L-arg, § p<0,05 vs 2R1C. Rmáx: ACh 2K1C vs ACh Sham e ACh ALSK+L-arg; ACh 





Figura 16: Curvas concentração-resposta à acetilcolina para a avaliação do relaxamento dependente 
do endotélio em anéis de aorta de ratos com hipertensão renovascular dos grupos Sham (Sham), dois 
rins um clipe (2R1C), tratado com alisquireno (ALSK), tratado com L-arginina (L-arg) e tratado com 
alisquireno + L-arginina (ALSK+L-arg). O número de animais está demonstrado entre parênteses. Os 
valores estão expressos como percentual de relaxamento após a pré-contração com fenilefrina. 




4.6 EFEITO DO TRATAMENTO COM ALISQUIRENO E L-ARGININA SOBRE O 
RELAXAMENTO INDEPENDENTE DO ENDOTÉLIO DE AORTA DE RATOS COM 
HIPERTENSÃO RENOVASCULAR. 
  
O relaxamento independente do endotélio foi avaliado através do efeito 
induzido pelo nitroprussiato de sódio (NPS). A avaliação da resposta máxima (Rmáx) 
não apresentou diferenças significativas entre os diferentes grupos estudados, já a 
avaliação da sensibilidade (pD2) demonstrou uma redução significativa nos grupos L-
arg e ALSK+L-arg comparado ao grupo Sham (Tabela 8). A analise da curva 
concentração resposta ao NPS não foi diferente nos grupos estudados (Figura 17).  
 
Tabela 7: Resposta máxima (Rmáx) e sensibilidade (pD2) induzidas pelo 
nitroprussiato de sódio (NPS) em anéis isolados de aorta intactos de animais de 




máxima está expressa como percentual de relaxamento após a pré-contração com à 
fenilefrina. 
 Rmáx (%) pD2 








94,6 ± 1,33 
 
99,8 ± 3,89 
 
104,3 ± 2,10 
 
104,4 ± 2,52  
8,16 ± 0,31 
 
8,38 ± 0,26 
 
7,64 ± 0,28 
 
7,87 ± 0,23 
Valores expressos em média ± EPM; ANOVA (uma via seguido por Tukey). ‡ p<0,05 vs L-arg; + 
p<0,05 vs ALSK+L-arg. 
 
Figura 17: Curvas concentração-resposta ao NPS para a avaliação do relaxamento independente do 
endotélio em anéis de aorta de ratos com hipertensão renovascular dos grupos Sham (Sham), dois 
rins um clipe (2R1C), tratado com alisquireno (ALSK), tratado com L-arginina (L-arg) e tratado com 
alisquireno + L-arginina (ALSK+L-arg).Os valores estão expressos como percentual de relaxamento 
após a pré-contração com fenilefrina. Teste t não-pareado. p> 0,05. 
 
4.7 EFEITO DOS FATORES ENDOTELIAIS ENVOLVIDOS NO TRATAMENTO COM 
ALISQUIRENO E L-ARGININA SOBRE A RESPOSTA À FENILEFRINA NOS ANÉIS 





 Os resultados apresentados anteriormente mostraram que os tratamentos 
com alisquireno, L-arginina ou sua associação foram capazes de diminuir a resposta 
constritora à fenilefrina e esta diminuição foi abolida após a lesão endotelial, 
demonstramos também que a associação do alisquireno + L-arginina foi capaz de 
restaurar o relaxamento à acetilcolina. Dessa forma, Demonstramos que a 
participação do endotélio vascular é importante na modulação da hipertensão 
renovascular e que também esta envolvida na resposta ao tratamento com 
Alisquireno associado a L-arginina. Assim, Procuramos avaliar se a os diferentes 
tratamentos de escolha alteram os efeitos endoteliais, através do aumento da 
biodisponibilidade de NO, em ratos com hipertensão renovascular. Para isso foi 
realizada curva contração resposta a fenilefrina na presença de L-NAME (inibidor 
inespecífico da síntese de NO). 
4.7.1 Participação da via do óxido nítrico no tratamento com alisquireno e L-
arginina sobre a resposta contrátil à fenilefrina em aorta torácica de ratos com 
hipertensão renovascular.  
 
 A resposta máxima (Rmáx) foi significantemente maior nos segmentos 
arteriais dos animais de todos os grupos estudados quando comparado ao controle 
(E+), exceto do grupo 2R1C (Tabela 9). A avaliação da sensibilidade (pD2) 
demonstrou aumento nos grupos Sham e 2R1C quando comparados ao seus 
controles (E+) (Tabela 9). Adicionalmente, a analise da curva concentração resposta 
na condição controle (E+) após o bloqueio da via do NO com L-NAME (100μM) 
demonstrou um aumento da resposta vasoconstritora à fenilefrina nos anéis isolados 
de aorta de todos os grupos estudados (Figura 18 A - E). 
Visando uma melhor comparação desses resultados, foi calculada a diferença 
percentual da área abaixo da curva (% dAUC) dos gráficos. Assim, foi possível 
observar que apesar de que no bloqueio com L-NAME, a resposta contrátil a 
fenilefrina foi potencializada em todos os grupos estudados, a magnitude dessa 
resposta, avaliada através da área abaixo da curva, foi maior no grupo tratado com a 




(Figura 18 F). Assim, foi possível observar que o tratamento com alisquireno + L-
arginina Fo capaz de aumentar a biodisponibilidade de NO em anéis de aorta e ratos 
com hipertensão renovascular. (%dAUC ALSK+L-arg= 195,08 ± 51,7% vs  2R1C= 
25,20 ± 10,56%, § p<0,05, ANOVA de uma via) (Figura 18 F). 
 
Tabela 9: Resposta máxima (Rmáx) e a sensibilidade (pD2) das curvas 
concentração-resposta à fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos com 
hipertensão renovascular dos diferentes grupos estudados, na presença e na 
ausência de L-NAME. 
 














92,4 ± 4,4  
 
133,6 ± 10,6 †  
 
148,1 ± 15,6 
 
163,2 ± 8,78 
 
112,3 ± 7,4 
 
192,6 ±37,1 † 
 
106,6 ± 8,8  
 6,77 ± 0,35 
 
7,94 ± 0,12 † 
 
7,25 ± 0,14 
 
7,94 ± 0,12 †  
 
7,74 ± 0,21 
  
7,79 ± 0,33 
 
8,20 ± 0,24  
L-arg L-NAME  
 
ALSK + L-arg E+ 
 
ALSK+L-arg L-NAME 
158,2 ± 9,15 † 
 
84,3 ± 7,6  
 
187,8 ± 19,5 † 
8,06 ± 0,26 
 
 8,28 ± 0,37  
 
8,37 ± 0,15 
Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado.† p<0,05; Rmáx e pD2: E
+





Figura 18: Curvas concentração-resposta à fenilefrina em anéis de aorta de ratos com hipertensão 
renovascular dos grupos: (A) Sham (ShamE
+
) e após a incubação com L-NAME (Sham L-NAME); (B) 
2R1C (2R1C E
+
) e após a incubação com L-NAME (2R1C L-NAME); (C) Alisquireno (ALSK E
+
) e 
após a incubação com L-NAME (ALSK L-NAME); (D) L-arginina (L-arg E
+
) e após a incubação com L-
NAME (L-arg L-NAME); (E) Alisquireno + L-arginina (ALSK + L-arg E
+
) e após a incubação com L-
NAME (ALSK + L-arg L-NAME); (F) Diferença percentual da área abaixo da curva entre os grupos 
estudados.O número de animais está demonstrado entre parênteses. Os símbolos representam 





§ p<0,05 2R1C E
+
 vs 2R1C L-NAME; #p<0,05 ALSK E
+
 vs ALSK L-NAME; ‡ p<0,05 L-arg E
+
 
vs L-arg L-NAME e + p<0,05 ALSK + L-arg E
+
 vs ALSK + L-arg L-NAME e % dAUC  2R1C  vs 
ALSK+L-arg. 
 
4.7.1.1 Expressão Proteica da isoforma endotelial (eNOS) e induzível (iNOS) da 





 Visando explicar por qual mecanismo estaria ocorrendo o aumento da 
modulação endotelial pelo NO nos ratos tratados com a terapia associada de 
Alisquireno + L-arginina, a expressão proteica da isoforma endotelial (eNOS) e 
induzível (iNOS) da síntese do óxido nítrico foram avaliadas. Assim, em condições 
basais (segmentos arteriais retirados logo após o animal ser sacrificado) a 
expressão da eNOS e iNOS foram detectadas, através da técnica de Western Blot 
em segmentos de aorta torácica de ratos dos diferentes grupos estudados. Foi 
observado nestas artérias que a hipertensão renovascular (2R1C) e o tratamento 
isolado com L-arginina (L-arg) aumentou a expressão proteica da eNOS quando 
comparado aos grupos Sham, tratado com alisquireno (ALSK) e tratado com a 
associação das drogas (ALSK + L-arg) (2R1C: 1,16 ±0,05 n= 4; L-arg: 1,17±0,07 n= 
6 vs. Sham: 0,85±0,09 n=4, ALSK: 0,83±0,05 n=5 e ALSK+L-arg: 0,81±0,07 n=4) 
(Figura 19 A). Adicionalmente, ao avaliarmos a expressão proteica de iNOS nos 
segmentos arteriais observamos um upregulation da iNOS no grupo 2R1C 
comparados aos demais grupos estudados (Sham, ALSK, L-arg e ALSK+L-arg) 
(2R1C: 1,54±0,37 n=5 vs. Sham: 0,46±0,07 n=4; ALSK: 0,61±0,08 n=4; L-arg: 
0,40±0,05 n=5 e ALSK+L-arg: 0,70±0,14 n=4) (Figura 19 B).  
 
Figura 29: Resultados da expressão protéica da isoforma endotelial (A) e induzível (B) da sintase do 
óxido nítrico (eNOS e iNOS respectivamente), por meio da técnica de Western Blot, em segmentos de 
artéria aorta torácica de ratos com hipertensão renovascular dos grupos Sham (Sham), dois rins um 
clipe (2R1C), tratado com alisquireno (ALSK), tratado com L-arginina (L-arg) e tratado com alisquireno 
+ L-arginina (ALSK+L-arg). Na parte superior da figura estão as bandas de Western Blot 
representativas da expressão da eNOS e da β-actina. Os resultados (média ± EPM) estão expressos 
como relação entre a densidade das bandas da eNOS e da β-actina. ANOVA (uma via) seguido de 





4.7.2 Participação da Angiotensina II local no tratamento com alisquireno e L-
arginina sobre a resposta contrátil à fenilefrina em aorta torácica de ratos com 
hipertensão renovascular. 
 
 Sabendo que a fisiopatologia da hipertensão investigada nesse estudo possui 
intima relação com o sistema renina angiotensina, neste protocolo, investigamos a 
participação da Angiotensina II local na resposta contrátil à fenilefrina no tratamento 
isolado com alisquireno e L-arginina e na associação dessas drogas (alisquireno + L-
arginina). O enalapril, um inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA) e 
também o losartran, um inibidor específico de receptor para Angiotensina II do 
subtipo AT1 foram usados nos segmentos de aorta dos ratos com hipertensão 
renovascular dos diferentes grupos estudados. 
4.7.2.1 Efeito do tratamento com alisquireno e L-arginina sobre a enzima conversora 
da angiotensina (ECA) de ratos com hipertensão renovascular.  
 
 A incubação com o inibidor da ECA (Enalapril, 10 μM) apresentou resposta 
máxima (Rmáx) significantemente menor no grupo ALSK+L-arg comparado aos 
grupos Sham e L-arg (Tabela 10). Ao avaliarmos a Rmáx dos diferentes grupos 
incubados com enalapril comparados com a condição controle (E+) observamos 
uma significante redução da Rmáx nos grupos 2R1C, ALSK e ALSK+L-arg 
comparados aos seus respectivos controle E+. Por outro lado, a avaliação da 
sensibilidade (pD2) não demonstrou diferenças significativas entre os diferentes 
grupos quando incubados com Enalapril, entretanto, ao avaliarmos a sensibilidade 
dos diferentes grupos incubados com enalapril comparados com a condição controle 
(E+) detectamos um aumento da pD2 no grupo 2R1C comparado com a condicao 
controle (E+) (Tabela 10). 
A analise da curva concentração resposta a fenilefrina na condição controle 




animais hipertensos tratamentos com L-arginina (L-arg) e alisquireno associado a L-
arginina (ALSK+L-arg) o Enalapril não alterou a resposta contrátil à fenilefrina 
(Figura 20 A, D e E). No entanto, na presença deste fármaco, houve uma diminuição 
da reatividade à fenilefrina no grupo 2R1C e no grupo tratado com a monoterapia de 
alisquireno (Figura 20 B e C). 
Visando uma melhor comparação desses resultados, foi calculada a diferença 
percentual da área abaixo da curva (% dAUC) dos gráficos. Assim, foi possível 
observar que apesar do Enalapril reduzir a resposta contrátil a fenilefrina nos grupos 
2R1C e ALSK, a magnitude dessa resposta, avaliada através da área abaixo da 
curva foi menor no grupo tratado com a monoterapia de alisquireno (ALSK) quando 
comparado ao grupo 2R1C (Figura 20 F). Assim, foi possível observar que apesar da 
resposta contrátil demonstrar um provável envolvimento da ECA na ação vascular 
desses grupos (2R1C e ALSK) essa analise sugere que o tratamento com 
alisquireno promove certa proteção vascular no que diz respeito à função da ECA 
local. (%dAUC 2R1C= 34,80 ± 8,39% vs  ALSK= 9,96 ± 8,16%, § p<0,05, ANOVA 
(uma via seguido por Tukey)) (Figura 20 F). 
 
Tabela 10: Resposta máxima (Rmáx) e a sensibilidade (pD2) das curvas 
concentração-resposta à fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos com 
hipertensão renovascular dos diferentes grupos estudados, na presença e na 
ausência de Enalapril. 
 












92,4 ± 4,4  
 
94,1 ± 6,44  
 
148,1 ± 15,6 
 
82,3 ± 7,24 † 
 
112,3 ± 7,4 
 
 6,77 ± 0,35 
 
6,89 ± 0,23  
 
7,25 ± 0,14 
 
7,84 ± 0,11 † 
 







70,6 ±6,92 † 
 
106,6 ± 8,8  
8,04 ± 0,21 
 
8,20 ± 0,24  
L-arg Enalapril 
 
ALSK + L-arg E+ 
 
ALSK+L-arg Enalapril 
95,14 ± 6,56  
 
84,3 ± 7,6  
 
62,8 ± 8,10 † *‡ 
8,31 ± 0,18 
 
 8,28 ± 0,37  
 
8,88 ± 0,43 
Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado. † p<0,05; Rmáx e pD2: E
+
 vs  Enalapril. 
ANOVA (uma via seguido por tukey) *p<0,05; Rmáx: vs Sham Enalapril e ‡ p<0,05 vs L-arg Enalapril. 
Figura 20: Curvas concentração-resposta à fenilefrina em anéis de aorta de ratos com hipertensão 
renovascular dos grupos: (A) Sham (Sham E
+
) e após a incubação com Enalapril (Sham Enalapril); 
(B) 2R1C (2R1C E
+
) e após a incubação com Enalapril (2R1C Enalapril); (C) Alisquireno (ALSK E
+
) e 
após a incubação com Enalapril (ALSK Enalapril); (D) L-arginina (L-arg E
+
) e após a incubação com 
Enalapril (L-arg Enalapril); (E) Alisquireno + L-arginina (ALSK + L-arg E
+
) e após a incubação com 
Enalapril (ALSK + L-arg Enalapril); (F) Diferença percentual da área abaixo da curva entre os grupos 
estudados. O número de animais está demonstrado entre parênteses. Os símbolos representam 





§ p<0,05 2R1C E
+
 vs 2R1C Enalapril; #p<0,05 ALSK E
+
 vs ALSK Enalapril; ‡ p<0,05 L-arg 
E
+
 vs L-arg Enalapril e + p<0,05 ALSK + L-arg E
+







4.7.2.2 Efeito do tratamento com alisquireno e L-arginina sobre o receptor da 
Angiotensina II do subtipo AT1 em ratos com hipertensão renovascular. 
 
 Para investigar se há maior interação da angiotensina II com os receptores do 
subtipo AT1, os anéis isolados foram incubados com o Losartan (10 μM). A 
incubação com o Losartan apresentou resposta máxima (Rmáx) significantemente 
menor no grupo L-arg comparado aos grupos Sham, 2R1C e ALSK (Tabela 11) da 
mesma forma, o grupo ALSK +L-arg apresentou Rmáx reduzida comparado aos 
grupos Sham e 2R1C (Tabela 11). Por outro lado, ao avaliarmos a Rmáx dos 
diferentes grupos incubados com Losartan comparados com a condição controle 
(E+) observamos uma significante redução da Rmáx nos grupos 2R1C, ALSK, L-arg 
e ALSK+L-arg comparados aos seus respectivos controle E+. A avaliação da 
sensibilidade (pD2) não demonstrou diferenças significativas entre os diferentes 
grupos quando incubados com Losartan (Tabela 11). 
A analise da curva concentração resposta a fenilefrina na condição controle 
(E+) e ao incubarmos os anéis com Losartan, demonstrou que no grupo Sham o 
Losartan não alterou a resposta contrátil à fenilefrina (Figura 21 A). No entanto, na 
presença deste fármaco, houve uma diminuição da reatividade à fenilefrina nos 
grupos 2R1C, e nos grupos tratados com ALSK, L-arg ou ALSK+L-arg (Figura 21 B, 
C, D e E). 
Visando uma melhor comparação desses resultados, foi calculada a diferença 
percentual da área abaixo da curva (% dAUC) dos gráficos. Entretanto, não 
observamos nenhuma diferença significativa na magnitude dessa resposta. (Figura 
21 F).  
 
Tabela 81: Resposta máxima (Rmáx) e a sensibilidade (pD2) das curvas 
concentração-resposta à fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos com 
hipertensão renovascular dos diferentes grupos estudados, na presença e na 



















92,4 ± 4,4  
 
93,4 ± 6,82  
 
148,1 ± 15,6 
 
86,9 ± 8,69 †  
 
112,3 ± 7,4 
 
78,8 ±6,40 † 
 
106,6 ± 8,8  
 6,77 ± 0,35 
 
7,55 ± 0,28  
 
7,25 ± 0,14 
 
7,93 ± 0,32  
 
7,74 ± 0,21 
  
8,47 ± 0,15 
 
8,20 ± 0,24  
L-arg Losartan 
 
ALSK + L-arg E+ 
 
ALSK+L-arg Losartan 
44,7 ± 9,06 † *§# 
 
84,3 ± 7,6  
 
52,9 ± 6,35 † *§ 
10,98 ± 2,87 
 
 8,28 ± 0,37  
 
11,11 ± 3,44 
Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado. † p<0,05; Rmáx e pD2: E
+
 vs  Losartan. 
ANOVA (uma via seguido por tukey) *p<0,05; Rmáx: vs Sham Losartan, §p<0,05; Rmáx: vs 2R1C 





Figura 21: Curvas concentração-resposta à fenilefrina em anéis de aorta de ratos com hipertensão 
renovascular dos grupos: (A) Sham (Sham E
+
) e após a incubação com Losartan (Sham Losartan); 
(B) 2R1C (2R1C E
+
) e após a incubação com Losartan (2R1C Losartan); (C) Alisquireno (ALSK E
+
) e 
após a incubação com Losartan (ALSK Losartan); (D) L-arginina (L-arg E
+
) e após a incubação com 
Losartan (L-arg Losartan); (E) Alisquireno + L-arginina (ALSK + L-arg E
+
) e após a incubação com 
Losartan (ALSK + L-arg Losartan); (F) Diferença percentual da área abaixo da curva entre os grupos 
estudados. O número de animais está demonstrado entre parênteses. Os símbolos representam 





§ p<0,05 2R1C E
+
 vs 2R1C Losartan; #p<0,05 ALSK E
+
 vs ALSK Losartan; ‡ p<0,05 L-arg 
E
+
 vs L-arg Losartan e + p<0,05 ALSK + L-arg E
+
 vs ALSK + L-arg Losartan. 
 
4.7.2.2.1 Expressão Protéica do receptor da Angiotensina II do subtipo AT1 em aorta 
de ratos com hipertensão renovascular 
 
 A expressão dos receptores AT1 foi detectada, através da técnica de Western 
Blot em segmentos de aorta torácica de ratos com hipertensão renovascular dos 
grupos Sham, 2R1C, ALSK, L-arg e ALSK+L-arg. Foi observado nestas artérias que 




comparado aos grupos Sham, ALSK e ALSK+L-arg (Sham= 1,0 ± 0,12 n=5; 2R1C= 
1,45 ± 0,13 n=5; ALSK= 1,03 ± 0,14 n=8; L-arg= 1,20 ± 0,08 n=5; ALSK+L-arg= 1,04 
± 0,08 n=6) (Figura 22). 
 
Figura 22: Resultados da expressão protéica do receptor da Angiotensina II do subtipo AT1, por meio 
da técnica de Western Blot, em segmentos de artéria aorta torácica de ratos dos grupos Sham (n=5), 
2R1C (n=5), ALSK (n=8), L-arg (n=5) e ALSK+L-arg (n=6). Na parte superior da figura estão as 
bandas de Western Blot representativas da expressão do receptor AT1 e da β- actina. Os resultados 
(média ± EPM) estão expressos como relação entre a densidade das bandas do receptor AT1 e da β 
actina. ANOVA (uma via seguida por Fisher) *p<0,05 2R1C vs Sham; #p<0,05 2R1C vs ALSK e 
+p<0,05 2R1C vs ALSK+L-arg.
 
 
4.7.2.2.2 Expressão Protéica do receptor da Angiotensina II do subtipo AT2 em aorta 
de ratos com hipertensão renovascular 
 
 A expressão protéica dos receptores AT2 foi detectada nos segmentos de 
aorta torácica de todos os grupos experimentais através da técnica de Western Blot.  
A mensuração desse receptor foi realizada para analisar a expressão de um 
dos componentes vasodilatadores do sistema renina angiotensina. Assim, conforme 
pode ser observado na Figura19, o grupo ALSK+L-arg apresentou um notório 
aumento na expressão dos receptores AT2 em decorrência do efeito do tratamento 




grupos Sham e L-arg (Sham= 0,67 ± 0,06 n=6; 2R1C= 0,84 ± 0,11 n=6; ALSK= 0,95 




Figura 23: Resultados da expressão protéica do receptor da Angiotensina II do subtipo AT2, por meio 
da técnica de Western Blot, em segmentos de artéria aorta torácica de ratos dos grupos Sham (n=6), 
2R1C (n=6), ALSK (n=6), L-arg (n=6) e ALSK+L-arg (n=6). Na parte superior da figura estão as 
bandas de Western Blot representativas da expressão do receptor AT2 e da β actina. Os resultados 
(média ± EPM) estão expressos como relação entre a densidade das bandas do receptor AT2 e da β 




4.7.3 Participação das espécies reativas de oxigênio (EROs) no tratamento com 
alisquireno e L-arginina sobre a resposta contrátil à fenilefrina em aorta torácica 
de ratos com hipertensão renovascular. 
 
O papel do estress oxidativo na gênese e manutenção da hipertensão arterial 
tem sido recentemente demonstrado, incluindo na hipertensão renovascular, 
adicionalmente, sabe-se que as EROs promovem seus efeitos em muitos tecidos, 
dentre eles, o vaso sanguíneo é um dos alvos  mais afetados pelo stress 




na resposta contrátil à fenilefrina de ratos com hipertensão renovascular e ratos 
tratados com a monoterapia de alisquireno e L-arginina e na associação dessas 
drogas (alisquireno + L-arginina). O apocinina, um inibidor da NADPH oxidase e 
também a superóxido dismutase (SOD), um “varredor” do ânion superóxido (O2
-) 
foram usados nos segmentos de aorta dos ratos com hipertensão renovascular dos 
diferentes grupos estudados. 
 
4.7.3.1 Influência da administração de apocinina, um inibidor da NADPH oxidase no 
tratamento com alisquireno e L-arginina sobre a resposta contrátil à fenilefrina em 
aorta torácica de ratos com hipertensão renovascular. 
 
A NADPH oxidase é a principal fonte de espécies reativas de oxigênio do 
organismo. Para analisar a influência da NADPH oxidase na resposta contrátil à 
fenilefrina em ratos com hipertensão renovascular, utilizamos a apocinina (0,3 µM), 
um inibidor não-seletivo da NADPH oxidase. 
A incubação com apocinina apresentou resposta máxima (Rmáx) 
significantemente menor no grupo 2R1C comparado ao grupo Sham (Tabela 12) da 
mesma forma, o grupo ALSK +L-arg apresentou Rmáx reduzida comparado aos 
grupos Sham e L-arg (Tabela 12). Por outro lado, ao avaliarmos a Rmáx dos 
diferentes grupos incubados com apocinina comparados com a condição controle 
(E+) observamos uma significante redução da Rmáx nos grupos 2R1C, ALSK e 
ALSK+L-arg comparado aos seus respectivos controle (E+). Por outro lado, a 
avaliação da sensibilidade (pD2) não demonstrou diferenças significativas entre os 
diferentes grupos quando incubados com apocinina (Tabela 12). 
A avaliação da curva concentração resposta a fenilefrina na condição controle 
(E+) e ao incubarmos os anéis com apocinina observamos uma diminuição da 
reatividade à fenilefrina no grupo 2R1C, ALSK e no grupo ALSK+L-arg (Figura 24 B, 
C e E). 
Visando uma melhor comparação desses resultados, foi calculada a diferença 




observar que apesar da apocinina reduzir a resposta contrátil a fenilefrina nos 
grupos 2R1C, ALSK e ALSK +L-arg a magnitude dessa resposta, avaliada através 
da área abaixo da curva foi menor no grupo tratado com a associação das drogas 
(ALSK+L-arg) quando comparado ao grupo 2R1C (Figura 24 F), demonstrando que 
esse tratamento promove uma proteção vascular no que diz respeito à função da 
NADPH oxidase local. (%dAUC 2R1C: 64,65 ± 6,57% vs  ALSK+L-arg: 18,68 ± 
10,32%, § p<0,05, ANOVA (uma via seguido por Tukey) (Figura 24 F). 
 
 
Tabela 12: Resposta máxima (Rmáx) e a sensibilidade (pD2) das curvas 
concentração-resposta à fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos com 
hipertensão renovascular dos grupos: Sham, 2R1C, ALSK, L-arg e ALSK+L-arg,  na 
presença e na ausência de Apocinina.  














92,4 ± 4,4  
 
91,7 ± 3,68  
 
148,1 ± 15,6 
 
49,5 ± 7,73 † *  
 
112,3 ± 7,4 
 
61,3 ±14,58 † 
 
106,6 ± 8,8  
 6,77 ± 0,35 
 
7,83 ± 0,21  
 
7,25 ± 0,14 
 
7,70 ± 0,17  
 
7,74 ± 0,21 
  
10,2 ± 1,85 
 
8,20 ± 0,24  
L-arg apocinina 
 
ALSK + L-arg E+ 
 
ALSK+L-arg apocinina 
85,2 ± 17,2   
 
84,3 ± 7,6  
 
38,0 ± 4,45 † *‡ 
12,9 ± 3,13 
 
 8,28 ± 0,37  
 
8,96 ± 0,47 
Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado. † p<0,05; Rmáx: E
+
 vs  apocinina. ANOVA 






Figura 24: Curvas concentração-resposta à fenilefrina em anéis de aorta de ratos com hipertensão 
renovascular dos grupos: (A) Sham (Sham E
+
) e após a incubação com apocinina (Sham apocinina); 
(B) 2R1C (2R1C E
+
) e após a incubação com apocinina (2R1C apocinina); (C) Alisquireno (ALSK E
+
) 
e após a incubação com apocinina (ALSK apocinina); (D) L-arginina (L-arg E
+
) e após a incubação 
com apocinina (L-arg apocinina); (E) Alisquireno + L-arginina (ALSK + L-arg E
+
) e após a incubação 
com apocinina (ALSK + L-arg apocinina); (F) Diferença percentual da área abaixo da curva entre os 
grupos estudados. O número de animais está demonstrado entre parênteses. Os símbolos 





§ p<0,05 2R1C E
+
 vs 2R1C apocinina; #p<0,05 ALSK E
+
 vs ALSK apocinina; ‡ 
p<0,05 L-arg E
+
 vs L-arg apocinina e + p<0,05 ALSK + L-arg E
+
 vs ALSK + L-arg apocinina. % dAUC  
2R1C  vs ALSK+L-arg. 
 
4.7.3.2 Influência da administração da superóxido dismutase (SOD), um “varredor” 
do ânion superóxido (O2
-) no tratamento com alisquireno e L-arginina sobre a 
resposta contrátil à fenilefrina em aorta torácica de ratos com hipertensão 
renovascular. 
  
Sabe-se que a biodisponibilidade de óxido nítrico pode ser reduzida por 
espécies reativas de oxigênio, aumentando assim a contração vascular. Diante 




superóxido dismutase (SOD, 150 U/ml) na resposta contrátil à fenilefrina em ratos 
com hipertensão renovascular. Ao avaliarmos a Rmáx dos diferentes grupos 
incubados com SOD comparados com a condição controle (E+) observamos uma 
significante redução da Rmáx nos grupos 2R1C e ALSK comparados com seus 
respectivos controles (E+) (Tabela 13). Adicionalmente, a avaliação da sensibilidade 
(pD2) foi significantemente maior no grupo 2K1C na presença de SOD quando 
comparado com o seu controle E+ (Tabela 13). 
Consequentemente, a avaliação da curva concentração resposta a fenilefrina 
na condição controle (E+) e na presença de SOD observamos que esse “varredor” 
foi capaz de reduzir a reatividade à fenilefrina somente nos grupos 2R1C e ALSK 
(Figura 25 B e C). 
Visando uma melhor comparação desses resultados, foi calculada a diferença 
percentual da área abaixo da curva (% dAUC) dos gráficos. Assim, foi possível 
observar que apesar da SOD reduzir a resposta contrátil à fenilefrina nos grupos 
2R1C e ALSK a magnitude dessa resposta, avaliada através da área abaixo da 
curva foi menor no grupo tratado com a monoterapia de alisquireno (grupo ALSK) 
quando comparado ao grupo 2R1C (Figura 25 F) (%dAUC 2R1C: 49,94 ± 5,91% vs  
ALSK: 29,61 ± 6,93%, § p<0,05, ANOVA (uma via seguido por Tukey) (Figura 25 F). 
 
Tabela 93: Resposta máxima (Rmáx) e a sensibilidade (pD2) das curvas 
concentração-resposta à fenilefrina em anéis isolados de aorta de ratos com 
hipertensão renovascular dos grupos: Sham, 2R1C, ALSK, L-arg e ALSK+L-arg,  na 
presença e na ausência de Apocinina. Contração  
 





2R1C E+    
 
2R1C SOD 
92,4 ± 4,4  
 
87,4 ± 6,86  
 
148,1 ± 15,6 
 
62,9 ± 7,17 †  
 6,77 ± 0,35 
 
7,38 ± 0,21  
 
7,25 ± 0,14 
 











112,3 ± 7,4 
 
72,9 ±8,30 † 
 
106,6 ± 8,8  
 
7,74 ± 0,21 
  
7,79 ± 0,32 
 
8,20 ± 0,24  
L-arg SOD 
 
ALSK + L-arg E+ 
 
ALSK+L-arg SOD 
72,4 ± 14,1   
 
84,3 ± 7,6  
 
67,4 ± 4,79  
8,30 ± 0,34 
 
 8,28 ± 0,37  
 
8,58 ± 0,54 
Valores expressos em média ± EPM; Teste t não-pareado. † p<0,05; Rmáx: E
+




Figura 35: Curvas concentração-resposta à fenilefrina em anéis de aorta de ratos com hipertensão 
renovascular dos grupos: (A) Sham (Sham E
+
) e após a incubação com SOD (Sham SOD); (B) 2R1C 
(2R1C E
+
) e após a incubação com SOD (2R1C SOD); (C) Alisquireno (ALSK E
+
) e após a incubação 
com SOD (ALSK SOD); (D) L-arginina (L-arg E
+
) e após a incubação com SOD (L-arg SOD); (E) 
Alisquireno + L-arginina (ALSK + L-arg E
+
) e após a incubação com SOD (ALSK + L-arg SOD); (F) 
Diferença percentual da área abaixo da curva entre os grupos estudados. O número de animais está 
demonstrado entre parênteses. Os símbolos representam média ± EPM; ANOVA (uma e duas vias) 




§ p<0,05 2R1C E
+






 vs ALSK SOD; ‡ p<0,05 L-arg E
+
 vs L-arg SOD e + p<0,05 ALSK + L-arg E
+
 vs ALSK + L-
arg SOD. % dAUC  2R1C  vs ALSK. 
 
4.7.3.2.1 Expressão Protéica da Superóxido Dismutase Mitocondrial – Mn SOD2 em 
aorta de ratos com hipertensão renovascular 
Sabe-se que a superóxido dismutase (Mn SOD2) catalisa a dismutação do 
ânion superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio, impedindo este radical livre 
de reagir com o NO, assim aumentando sua biodisponibilidade. Por este motivo,  
analisamos a expressão da Mn SOD2. A expressão protéica da SOD foi detectada 
nos segmentos de aorta torácica de todos os grupos experimentais através da 
técnica de Western Blot.  
O grupo ALSK+L-arg apresentou um aumento significativo da expressão da SOD 
comparado aos grupos 2R1C, ALSK e L-arg. (ALSK+L-arg= 1,63 ± 0,20 n=7 vs. 
2R1C= 1,12 ± 0,08 n=6; ALSK= 1,15 ± 0,13 n=8; L-arg= 1,07 ± 0,10 n=9) (Figura 
26).  
 
Figura 26: Resultados da expressão protéica da Superóxido Dismutase Mitocondrial – Mn SOD2, por 
meio da técnica de Western Blot, em segmentos de artéria aorta torácica de ratos dos grupos Sham 
(n=5), 2R1C (n=6), ALSK (n=8), L-arg (n=9) e ALSK+L-arg (n=7). Na parte superior da figura estão as 




(média ± EPM) estão expressos como relação entre a densidade das bandas de Mn SOD2 e da β 
actina. ANOVA (uma via seguido por Fisher). § p<0,05 2R1C vs. ALSK+L-arg; #p<0,05 ALSK vs. 
ALSK+L-arg; ‡ p<0,05 L-arg vs. ALSK+L-arg. 
 
 
4.7.3.2.2 Expressão Protéica da subunidade gp91phox da NADPH oxidase em aorta 
de ratos com hipertensão renovascular 
 
Os resultados demonstrados anteriormente através do bloqueio com a 
apocinina e a exposição à enzima SOD sugerem que o tratamento com a associação 
das drogas alisquireno e L-arginina foi capaz de minimizar a liberação/ ativação de 
radicais livres no modelo de hipertensão renovascular, dessa forma, tivemos por 
objetivo investigar a expressão proteica da subunidade gp91phox, NOX2, nas aortas 
dos grupos estudados, uma vez que esta subunidade é a principal isoforma da 
NADPH oxidase presente nos vasos sanguíneos. 
A avaliação da expressão da subunidade gp91phox, NOX2, foi realizada 
através da técnica de Western Blot. Assim, conforme observado na Figura 23, o 
ratos hipertensos (2R1C) e o tratamento com a monoterapia de alisquireno (ALSK) 
apresentaram maior expressão proteica da gp91phox que os animais do grupo 
Sham e do grupo tratado com a associação das drogas (ALSK+L-arg) enquanto que 
os tratamentos com L-arginina ou ALSK+L-arg foram capazes de retornar os valores 
desta proteína a valores semelhantes aos do grupo controle (Sham= 0,87 ± 0,07 
n=4; 2R1C= 1,51 ± 0,20 n=4; ALSK= 1,44 ± 0,23 n=6; L-arg= 1,04 ± 0,13 n=4; 












Figura 27: Resultados da expressão protéica da subunidade gp91phox, NOX2, por meio da técnica 
de Western Blot, em segmentos de artéria aorta torácica de ratos dos grupos Sham (n=4), 2R1C 
(n=4), ALSK (n=6), L-arg (n=4) e ALSK+L-arg (n=4). Na parte superior da figura estão as bandas de 
Western Blot representativas da expressão do receptor gp91phox e da β actina. Os resultados (média 
± EPM) estão expressos como relação entre a densidade das bandas do receptor gp91phox e da β 









Apesar da hipertensão renovascular ter sua prevalência estimada em 2% da 
população de hipertensos, (Voiculescu et al., 2001), essa prevalência é diferenciada 
quando se considera a faixa etária e o perfil clínico dos pacientes, sendo baixa a 
prevalência em hipertensos leves não-complicados e elevada em hipertensos 
severos, refratários ou acelerados e em pacientes mais idosos (Praxedes, 2002), 
caracterizando-se como uma hipertensão severa e de alta mortalidade. 
Sabe-se que a fisiopatologia da hipertensão renovascular envolve alterações 
hormonais, neurais e hemodinâmicas secundárias a estenose da artéria renal. O 
SRAA, especificamente a formação final de angiotensina II, tem envolvimento 
importante na gênese e manutenção da hipertensão advinda da doença 
renovascular (Navar et al., 2002). Adicionalmente, estudos apontam que o aumento 
da pressão arterial induz mudanças duradouras na parede vascular arterial (Safar et 
al., 1998) e que essas alterações resultam da interação de vários mecanismos locais 
como mudanças na função das células endoteliais. Dentre os mecanismos 
envolvidos com a disfunção endotelial a ação da angiotensina II e o estresse 
oxidativo no endotélio e músculo liso vascular são bastante discutidos (Triggle et al., 
2003; Kolluru et al., 2010). Sendo assim, a disfunção endotelial parece contribuir 
para manutenção do processo hipertensivo (Cannon III, 1998; Intengan e Schiffrin, 
2001). 
Varias classes de medicamentos vem sendo proposto como tratamento clinico 
da hipertensão renovascular, os mais pesquisados e utilizados são os bloqueadores 
do SRAA os quais apresentam renoproteção e controle da hipertensão (Kobori et al., 
2007). Há vários grupos farmacológicos sendo utilizado com intuito de contrapor-se 
ao SRAA, como os IECA, bloqueadores de receptor AT1 e recentemente o 
alisquireno, um inibidor direto de renina (Gradman & Kad, 2008). Por outro lado, as 
medicações também estão sendo investigadas quanto à sua capacidade de 
aumentar a disponibilidade de NO e diminuir o estresse oxidativo. Estudos apontam 
que o tratamento precoce com L-arginina previne a hipertensão renovascular 




e natriurese acompanhado por aumento na excreção de nitrito e nitrato, L-citrulina e 
GMPc (Deng et al., 1995). Outros estudos demonstraram que a L-arginina é capaz 
de aumentar a produção de NO na circulação renal (Ackermann  et al., 1998). 
Sendo assim, Nós optamos por estudar esta hipertensão renovascular, pois 
estes pacientes são altamente suscetíveis a desenvolver resistência aos 
medicamentos anti-hipertensivos convencionais, aumentando a morbidade e a 
mortalidade (Faselis et al., 2013). Assim, há uma necessidade de estudos para uma 
melhor compreensão e para desenvolver novas abordagens terapêuticas contra a 
progressão da doença. Mediante estas informações, a importância desse estudo 
reside no fato de avaliar e tornar mais conhecido o efeito do tratamento por 21 dias 
de alisquireno e L-arginina de forma isolada e associada na hipertensão 
renovascular sobre o sistema cardiovascular, mais especificamente sobre a artéria 
aorta. Dessa maneira, o estudo nos permitiu analisar se os efeitos dos tratamentos 
propostos na hipertensão renovascular em anéis de aorta relacionam-se com 
alterações na via do óxido nitrico, na produção de radicais livres e no envolvimento 
do SRAA. 
Assim, os principais achados desse estudo foram: (I): os altos níveis 
pressóricos visto no grupo 2R1C foram parcialmente restaurados pelo tratamento 
com L-arg e totalmente restaurados pela combinação das drogas ALSK+L-arg; (II): 
todos os tratamentos proposto no estudo foram efetivos em reduzir a resposta 
vasoconstrictora à fenilefrina e prevenir a disfunção endotelial; e (III): os mecanismos 
relacionados com a normalização da pressão arterial e prevenção da disfunção 
endotelial no grupo ALSK+L-arg são possivelmente devido à restauração do SRAA 
vascular e a redução do estresse oxidativo local. Portanto, nossos dados evidenciam 
pela primeira vez os efeitos do tratamento com alisquireno e L-arg sobre a 
reatividade vascular na hipertensão renovascular. 
Com o intuito de esclarecer os possíveis mecanismos envolvidos na resposta 
promovida pelos diferentes tratamentos proposto nesse estudo, serão discutidos 





5.1 EFEITO DOS TRATAMENTOS COM ALISQUIRENO E L-ARGININA SOBRE A 
PRESSÃO ARTERIAL SISTÓLICA DE RATOS COM HIPERTENSÃO 
RENOVASCULAR. 
 A hipertensão arterial pode ser estudada através de vários modelos 
experimentais. Entre as hipertensões renais podemos citar: a renovascular que 
decorre da oclusão parcial da artéria renal (hipertensão renovascular Goldblatt). Em 
1934, Goldblatt et al. mostraram uma elevação substancial da pressão arterial de 
cães, cujo suprimento sanguíneo aos rins era reduzido por meio de clipes de prata 
colocados na artéria renal. Desde então, muitos modelos experimentais de 
hipertensão, baseados na redução do fluxo sanguíneo renal, têm sido desenvolvidos 
em várias espécies animais, recebendo o nome genérico de hipertensão de 
Goldblatt. Em nossos experimentos utilizamos o modelo experimental produzida pela 
constrição de uma artéria renal, com o rim contralateral íntegro (2R1C). Esse modelo 
possui fisiopatologia já conhecida e bastante explorada que demonstra que a 
constrição da artéria renal leva ao aumento da liberação de renina e essa estimula a 
liberação de angiotensina II, a qual promove fatores intrarrenais distintos alem de 
apresentar modulação sistêmica culminando na elevação da pressão arterial que se 
inicia poucos minutos após a redução do fluxo renal, atingindo um platô em 2 a 3 
semanas. 
A hipertensão arterial é um fator de risco para doenças cardiovasculares e 
disfunção renal, acometendo uma parcela significativa da população mundial 
(Chobanian et al., 2003; Cooper et al.,2005). Como tratamento são sugeridas 
mudanças no estilo de vida, como hábitos alimentares saudáveis e atividade física 
(Chobanian et al., 2003; Pescatello et al.,2004). No entanto, o principal tratamento 
para a hipertensão arterial é a terapia farmacológica. O recente tratamento com o 
inibidor direto da renina, pelo princípio ativo alisquireno, tem sido prescrito por atuar 
diretamente no bloqueio da renina, promovendo um bloqueio mais completo do 
sistema renina-angiotensina (Bortolotto & Malachias, 2009). Em nosso estudo, a 
monoterapia de alisquireno em ratos com hipertensão renovascular não promoveu 




Uma provável explicação para esse achado poderia esta no fato de existir vias 
alternativas, chamadas de não ECA, que estão envolvidas na ativação do SRAA 
local (Strasser et al., 2007).  Assim, além da ECA, a quimase pode atuar sobre a 
angiotensina I e formar a angiotensina II, que também pode ser formada a partir do 
angiotensionogênio pela via da catepsina G e da tonina (Atlas, 2007).  Sendo 
assim, Depois de formada a angiotensina II pode se ligar a seus receptores e 
promover sua ação. Sabe-se que os receptores AT1 estão diretamente envolvidos 
nas respostas da pressão arterial, pois acarretam a vasoconstrição, liberação de 
aldosterona, retenção de sódio, proliferação celular e estresse oxidativo (Oigman & 
Neves, 2000). 
Por outro lado a monoterapia de L-arginina promoveu uma redução 
significativa da PAS apesar de não normalizar a pressão de ratos com hipertensão 
renovascular. Corroborando nossos achados estudos demonstram que o tratamento 
com L-arg apresenta significativo efeito sobre a redução dos níveis hipertensores, e 
sobretudo, na proteção de orgãos-alvo, considerando sua  capacidade de aumentar 
a disponibilidade de NO e diminuir o estresse oxidativo endotelial (Deng et al., 1995; 
Ackermann  et al., 1998). Adicionalmente, estudos anteriores desenvolvidos em 
nosso laboratório (Gouvea et al., 2002; Gouvea et al.,2004) apontam para o 
tratamento com L-arg como promissor não somente na redução da hipertensão 
arterial, mas sobretudo, na proteção de orgãos-alvo, nesses estudos,  os animais 
que receberam L-arginina tiveram uma redução nos níveis hipertensores da ordem 
de 25% após 7 dias de tratamento na hipertensão renovascular. Além do efeito 
sistêmico sobre a PA, a L-arginina promoveu diurese e natriurese nos hipertensos 
tratados, reverteu a hipertrofia cardíaca, aumentou a massa do rim clipado e reduziu 
significativamente a atividade da ECA no plasma, coração e rim cuja artéria renal 
recebeu o clipe. Vários mecanismos poderiam justificar as ações do tratamento com 
L-arg, um deles seria o aumento na formação de NO no rim. O aumento na formação 
de NO pode ser um componente importante na reversão da hipertensão 
renovascular 2R1C por facilitar a reperfusão renal, cardíaca e promover 




Entretanto, a associação do alisquireno e da L-arg foi capaz de restaurar 
totalmente a PA sugerindo um possível efeito aditivo associado à combinação 
dessas terapias (ALSK+L-arg).  
Assim, conhecendo a fisiopatologia da hipertensão renovascular, a alteração 
de PAS desses ratos poderia estar associada com as alterações vasculares, assim a 
reatividade vascular à fenilefrina em anéis de aorta foi avaliada a fim de 
compreender a influencias dos diferentes tratamentos proposto no estudo sobre a 
disfunção endotelial produzida pela hipertensão 2R1C.  
5.2 EFEITO DOS TRATAMENTOS COM ALISQUIRENO E L-ARGININA SOBRE A 
REATIVIDADE VASCULAR À FENILEFRINA NA AORTA  
A Fenilefrina (agonista α1 adrenérgico) promoveu resposta vasoconstrictora 
concentração dependente. Conforme esperado, os animais do grupo 2R1C 
apresentaram uma hipercontratilidade em relação aos demais grupos, Sugere-se 
que a hipertensão 2R1C pode desencadear um desequilíbrio na síntese e/ou na 
liberação de fatores endoteliais responsáveis pela vasomotricidade de aorta torácica.  
Por outro lado, no presente estudo, observou-se que os tratamentos com 
ALSK, L-arg ou sua associação ALSK+L-arg promoveram uma diminuição, 
concentração dependente, da reatividade à fenilefrina em anéis de aorta comparado 
ao grupo 2R1C. Resultado semelhante foi encontrado por Batenburg et al (2013) que 
demonstrou melhora da disfunção endotelial e redução para pressão arterial após 3 
semanas de tratamento com alisquireno em ratos diabéticos hipertensos.   Contudo, 
este estudo mostrou uma diminuição da reatividade, concentração dependente em 
leito mesentérico. 
Sendo assim, esses achados apontam que apesar de a monoterapia de 
alisquireno não promover efeito antihipertensivo em ratos 2R1C ele promove 
redução da disfunção vascular em anéis de aorta torácico.  
A modulação endotelial foi avaliada através de um protocolo de reatividade 
vascular na ausência e na presença do endotélio vascular. De acordo com os 
resultados, Na ausência do endotélio a resposta contrátil a fenilefrina foi 
potencializada em todos os grupos estudados. No entanto, a magnitude dessa 




ALSK + L-arg quando comparado somente com os grupos 2R1C e ALSK. Esses 
dados associados à diminuição da reatividade vascular a FE sugerem que o 
tratamento de ALSK+L-arg foi mais potente em liberar um fator de relaxamento 
derivado do endotélio.    
O endotélio funciona como regulador do tônus vascular por liberar 
substâncias vasoconstrictoras e vasodilatadoras. No entanto, em diversas condições 
patológicas como na hipertensão arterial, o equilíbrio na liberação dessas 
substâncias encontra-se alterado (Luscher et al.,1992; Triggle et al., 2003). No 
presente trabalho pode-se pressupor que há alteração endotelial advinda da 
hipertensão renovascular e que os tratamentos, principalmente o tratamento com 
ALSK+L-arg, seja capaz de restaurar o desequilíbrio na síntese, na liberação e/ou no 
efeito de algum desses mediadores capazes de relaxar ou contrair o músculo liso 
vascular.  
5.3 EFEITO DOS TRATAMENTOS COM ALISQUIRENO E L-ARGININA SOBRE O 
RELAXAMENTO DEPENDENTE E INDEPENDENTE DO ENDÓTELIO. 
A partir dos resultados descritos acima, que demonstram um desequilíbrio na 
função endotelial, foi investigado como a hipertensão 2R1C e os diferentes 
tratamentos propostos alterava o relaxamento vascular dependente do endotélio. 
Para isto, foram realizadas curvas concentração resposta a acetilcolina, que 
promove relaxamento dependente do endotélio, em anéis de aorta. Nossos achados 
demonstram que somente o grupo ALSK+L-arg restaurou o relaxamento dependente 
do endotélio, sugerindo que a vasodilatação dependente do endotélio foi preservada 
nesse grupo, ou seja, não alterou a produção de NO pela acetilcolina. Por outro lado 
os demais grupos (2R1C, ALSK e L-arg) apresentaram um prejuízo curvas 
concentração resposta a acetilcolina, sugerindo uma alteração da produção de NO 
estimulada pela acetilcolina. 
Entretanto, ao avaliarmos a resposta máxima, observamos que o grupo L-arg, 
assim como o grupo ALSK+L-arg, se assemelha ao grupo Sham demonstrando que 
a monoterapia de L-arg também restaura o relaxamento dependente do endotélio, ou 
seja, foi capaz de prevenir o prejuízo na produção e/ou liberação de NO pela 




Resultados semelhantes foram encontrados por Guo et al. (2000) que 
demonstraram que a hipertensão renovascular promoveu prejuízo na vasodilatação 
induzida por acetilcolina e um marcado aumento da contração induzida por 
fenilefrina, ainda nesse estudo, os autores demonstram que o tratamento por quatro 
semanas com L-arg foi efetivo em restaurar parcialmente  a reatividade aórtica de 
ratos com hipertensão renovascular.  
Imanishi et al. (2008) demonstraram um aumento na concentração plasmática 
de NO  em resposta a infusão intra aórtica de acetilcolina em ratos 
espontaneamente arteriosclerotico tratados com alisquireno, entretanto esse 
resultado foi significantemente potencializado quando o alisquireno foi associados ao 
valsartan, bloqueador seletivo do receptor AT1, sugerindo que o tratamento com 
alisquireno promove efeito protetor na disfunção endotelial, mas que a monoterapia 
não é tão eficaz quanto a sua associação com outros fármacos. Essas diferenças 
entre resultados podem ser devido aos diferentes modelos experimentais avaliados 
alem de diferente dosagens da droga e tempo de exposição. 
Para avaliar se a hipertensão renovascular e os diferentes tratamentos 
propostos promovem prejuízo no relaxamento do músculo liso vascular, foram 
realizados experimentos com o nitroprussiato de sódio (NPS). O NPS promoveu 
resposta vasodilatadora, concentração dependente, semelhante em todos os grupos 
experimentais, sugerindo que nem a hipertensão 2R1C e nem os tratamentos 
modificaram a capacidade de relaxamento do músculo liso vascular. Resultados 
semelhantes foram encontrados por Arruda et al. (2005), que também mostraram 
que não houve diferença no relaxamento induzido pelo NPS 28 dias após indução da 
hipertensão renovascular. Contudo, este estudo foi avaliado a reatividade ao NPS 
concentração dependente em leito mesentérico. 
A partir destes resultados, poder-se-ia supor que os tratamentos com 
alisquireno, L-arg e principalmente a associação dessas drogas influencia a 
liberação de fatores vasodilatadores derivado do endotélio. Os mecanismos pelos 
quais a hipertensão 2R1C altera a reatividade vascular é bastante discutidos, 
entretanto a influencia do tratamento com as droga  alisquireno e L-arginina nessa 




um experimento para avaliar os efeitos do tratamento com alisquireno e L-arginina 
na disfunção endotelial em ratos com hipertensão renovascular. Nós selecionamos o 
modelo 2R1C que foi desenvolvido por Goldblatt décadas atrás, porque a disfunção 
endotelial é uma característica precoce da hipertensão 2R1C que é dependente do 
SRAA (Arruda et al.,2005 ). Neste sentido, o estudo propôs investigar algumas vias 
que possivelmente poderiam esclarecer a ação vascular desses tratamentos em 
anéis de aorta de ratos com hipertensão renovascular. 
5.4 FATORES ENDOTELIAIS ENVOLVIDOS NO EFEITO DOS TRATAMENTOS 
COM ALISQUIRENO E L-ARGININA DE RATOS COM HIPERTENSAO 
RENOVASCULAR SOBRE A RESPOSTA À FENILEFRINA 
5.4.1 Efeito dos Tratamentos com Alisquireno e L-arginina de Ratos com 
Hipertensão Renovascular na Via do Óxido Nítrico 
Considerando os resultados do presente estudo procuramos avaliar se os 
diferentes tratamentos proposto no estudo aumentariam os efeitos vasodilatadores 
do endotélio, através do aumento da biodisponibilidade de NO. Dentre os fatores 
vasoativos derivados do endotélio, o NO é o principal fator relaxante do endotélio 
que modula as respostas contráteis vasculares a diferentes agonistas (Li et al., 
2014). Assim, com o objetivo de avaliar uma possível participação dessa via, foi 
realizada uma curva concentração resposta à fenilefrina na presença de L-NAME, 
um inibidor inespecífico da síntese do NO. Este fármaco, ao inibir a NOS, impede a 
síntese de NO e, consequentemente, a formação de GMPc na célula muscular. 
Alterações na via do NO, têm sido extensivamente descritas em estudos 
experimentais com hipertensão renovascular (Wickman et al., 2001;Gava et al., 
2008; Wu et al., 2012; Silva et al., 2014)  
A disfunção endotelial é comumente observada na hipertensão arterial crônica 
e caracteriza-se pela deficiência de óxido nítrico (NO) biodisponibilidade e aumento 
nos níveis de ROS. Neste estudo, o L-NAME, em anéis de ratos 2R1C tratados com 
alisquireno, L-arginina ou a combinação de ambos potencializou a resposta 
vasoconstrictora à fenilefrina em todos os grupos analisados, entretanto, essa 
resposta foi potencializada em maior proporção no grupo ALSK+L-arg quando 




em anéis de aorta alem de diminuir a reatividade vascular, aumenta a modulação 
endotelial na resposta contrátil a fenilefrina por aumentar a biodisponibilidade de NO. 
Dessa forma, dentre os tratamentos estudados, o tratamento com ALSK+L-arg 
mostrou ser efetivo no relaxamento induzido pela Ach e apresentou um aumento da 
biodisponibilidade de NO local.  
Evidencias sugerem que o tratamento com alisquireno aumenta a 
biodisponibilidade de NO e melhora arteriosclerose em modelos animais (Imanishi et 
al., 2008; Nussberger et al., 2008). Adicionalmente, a suplementação oral de L-
arginina vem demonstrando ser efetiva no aumento substancial dos níveis de NO e 
do status antioxidante, tanto em ratos como em humanos (Gouvea et al.,2004; 
Jabłecka et al., 2004).  Ainda nesse sentido, Ochiai et al. (2012)  sugerem que a 
suplementação de L-citrulina promove melhora funcional da rigidez arterial em 
humanos. 
A fim de explicar por qual mecanismo estaria ocorrendo o aumento da 
modulação endotelial pelo NO, a expressão proteica de eNOS e iNOS foram 
avaliadas. Os resultados do presente estudo obtidos pela técnica de Western Blot 
demonstraram que a hipertensão renovascular aumentou a expressão proteica da 
isoforma de eNOS, corroborando  Hyoshi et al. (2005), o qual também demonstrou 
que a hipertensão renovascular aumenta  os níveis aórticos totais de eNOS. 
Adicionalmente, estudos apontam que forças mecânicas na prede vascular, como 
elevada pressão arterial e Shear stress são fatores que elevam a expressão 
endotelial de eNOS  (Rochette et al., 2013). Por conseguinte, corroborado com os 
dados funcionais, o aumento da eNOS no grupo 2R1C pode ser um mecanismo 
compensatório perante a  hipercontratilidade a fenilefrina associada ao prejuízo no 
relaxamento induzido pela Ach em anéis de Recentemente, Silva et al., 2014 
demonstraram que a ativação dos receptores alfa-1 adrenérgicos, através da 
fenilefrina,  contribui para o aumento da  fosforilação da eNOS, no resíduo Ser1177 
em aorta de ratos com hipertensão 2R1C, que, consequentemente, diminui a 
resposta contrátil induzida pelo fenilefrina. No entanto, apesar das melhorias nas 
respostas vasculares mediadas pelo NO, a expressão da proteína da eNOS nos 




arginina, não foi alterada, sugerindo que esses tratamentos preveniram uma 
resposta compensatórias a alterações locais. 
Seguindo o propósito de elucidar os mecanismos de ação da hipertensão 
renovascular e os diferentes tratamentos propostos nesse estudo na via do óxido 
nítrico, o próximo passo foi avaliar a isoforma induzível de óxido nítrico (iNOS). 
Relatos prévios mostram que a iNOS está presente em uma variedade de tecidos,  
principalmente em resposta a mediadores endógenos da inflamação, hipóxia e 
estresse oxidativo (Sun et al., 2010). Além disso, o aumento da atividade e da 
expressão da iNOS está bem descrita em doenças inflamatórias como, por exemplo, 
a hipertensão arterial (Briones et al., 2000; Álvarez et al., 2008; Sun et al., 2010).    
Nossos dados demonstram que a hipertensão renovascular aumentou a 
expressão de iNOS nos anéis de aorta de ratos 2R1C. No entanto, também foi 
demonstrado que a iNOS foi significantemente reduzida em todos os grupos  
tratamentos, sugerindo que ambas as drogas foram eficazes na prevenção do 
aumento da regulação da iNOS observada em ratos 2K1C. Este achado é 
importante porque a Ang II pode induzir um aumento da expressão de iNOS em 
células endoteliais, e este efeito está associado ao aumento do estresse oxidativo e 
geração de EROs (Alvaréz et al., 2008; Sun et al., 2010). Além disso, estudos 
anteriores demonstraram que a iNOS é capaz de gerar o superóxido independentes 
da produção de NO (Rochette et al., 2013; Amaral et al., 2013). Sendo assim, parece 
que os tratamentos propostos nesse estudo são capazes de controlar o aumento da 
isoforma iNOS em aorta de ratos com hipertensão renovascular e possivelmente 
pela modulação do SRAA local. 
Baseado nesses dados especulou-se sobre a participação do sistema renina 
angiotensina vascular nesse modelo experimental.  
5.4.2 Participação da Angiotensina II local sobre o efeito dos Tratamentos com 
Alisquireno e L-arginina de Ratos com Hipertensão Renovascular  
Está bem documentado que a o aumento da atividade do SRAA desempenha 
um papel importante no desenvolvimento e manutenção de hipertensão 2R1C. A 
interação entre os diferentes componentes do SRAA determina sua atividade e 




cardiovascular (Lacolly et al., 2009). Dentre os componentes do SRAA, a 
angiotensina II exerce efeito predominante no tônus vascular, mediado via interação 
com o receptor de angiotensina do subtipo 1 (AT1) do músculo liso vascular 
(Griendling et al., 1996; Rajagopalan et al.,1996). A angiotensina II exerce 
numerosos efeitos no sistema cardiovascular, entre eles: vasoconstricção, 
crescimento de células do músculo liso celular, hipertrofia miocárdica, fibrose, 
disfunção endotelial e inflamação vascular (Rajagopalan et al.,1996). Além disso, a 
angiotensina II contribui para hipertensão arterial via seu efeito central, vascular e 
renal.  
A angiotensina II também é considerada como importante mediador do 
estresse oxidativo vascular, sendo esta uma potente ativadora da NAD(P)H oxidase, 
liberando radicais livres (Rajagopalan et al.,1996; Doughan et al., 2008; Qin et al., 
2008; Garrido & Griendling, 2009). 
 Mediante essas informações investigamos a participação da Ang II local na 
resposta contrátil a fenilefrina utilizando o Enalapril, um inibidor da ECA e também o 
Losartan, um inibidor do receptor de Ang II do subtipo AT1 em ratos com hipertensão 
renovascular tratados com Alisquireno e sua associação com a L-arginina. 
 Os segmentos de aorta foram incubados com enalapril, para bloquear a ECA, 
e consequentemente, reduzir a formação de Ang II. Este fármaco promoveu redução 
da resposta contrátil à FE somente nos anéis do grupo 2R1C e no grupo tratado com 
alisquireno. Pode-se deduzir que a hipertensão renovascular e a monoterapia com 
alisquireno são capazes de estimular a atividade da ECA local e promover aumento 
de angiotensina II local para interagir com os receptores do subtipo AT1 no músculo 
liso vascular. Entretanto, se avaliarmos a área abaixo da curva entre esses grupos 
podemos observar uma redução significativa no grupo tratado com ALSK quando 
comparado ao grupo 2R1C, demonstrando uma possível redução da Ang II local 
com esse tratamento. Por outro lado, o tratamento com L-arginina isolado ou a 
associação dos tratamentos (ALSK+L-arg) foram eficazes na redução da 
angiotensina II local, podendo ser esse um dos fatores que reduziu a resposta 




Desta forma, para investigar a participação da angiotensina II local, no 
tratamento com alisquireno e L-arginina de ratos com hipertensão renovascular, foi 
utilizado um antagonista do receptor AT1, o losartan. Diferente do enalapril,o losartan 
reduziu a resposta contrátil à fenilefrina nos grupos 2R1C, ALSK, L-arg e ALSK+L-
arg. Sugerindo que a hipertensão renovascular foi capaz de promover um 
upregulation do receptor AT1. Ao avaliarmos a Rmax entre os grupos observamos 
que essa estava reduzida nos grupos L-arg e ALSK+L-arg comparados aos grupos 
2R1C e Sham demonstrando a eficiência desses tratamentos em modular o receptor 
AT1 local. Corroborando esses dados, a expressão proteica do receptor AT1 local 
apresentou um uprregulation no grupo 2R1C comparado com os grupos Sham, 
ALSK e ALSK+L-arg demonstrando que os tratamentos propostos, principalmente a 
combinação de ALAK+L-arg, são capazes de modular tanto a concentração de 
Angio II local quando a expressão de AT1 local. 
Estudos prévios demonstraram que o receptor AT2 é contraregulatório das 
ações vasoconstritoras de Ang II via AT1, assim dentre uma dessas ações destaca-
se a vasodilatação. Embora a via ainda não esteja completamente esclarecida, 
especula-se ocorrer por um mecanismo endotélio-dependente, envolvendo 
receptores de Bradicinina do tipo 2 (BK2), NO e guanosina ciclica 3’,5’-monofosfato ( 
Siragy & Carey, 1997; Hannan et al., 2003). Sendo assim, avaliamos a expressão 
proteica desse subtipo de receptor endotelial (AT2) a fim de compreender o 
envolvimento dessa via na hipertensão renovascular e diante dos diferentes 
tratamentos propostos. 
A expressão proteica de AT2 apresentou um uprregulation no grupo ALSK+L-
arg comparado aos grupos Sham e L-arg, entretanto não demonstrou diferenças em 
relação ao grupo 2R1C sugerindo que a modulação vascular promovida pelo 
tratamento com ALSK+L-arg nãos seja mediada via AT2 e sim AT1. 
Estudos recentes têm demonstrado que alterações da liberação de 
angiotensina II local e dos prostanóides vasoconstritores aumentam a liberação de 
EROs em aorta de ratos normotensos (WKY), SRH (Alvarez et al., 2005) e tambem 
em ratos com hipertensao renovascular (Dias et al., 2014). Em adição, Griendling et 




derivadas da NADPH oxidase. Assim, especulou-se sobre a participação desta via 
no aumento da liberação de radicais livres. 
5.4.3 Efeito dos Tratamentos com Alisquireno e L-arginina de Ratos com 
Hipertensão Renovascular na via dos radicais livres 
O estresse oxidativo pode afetar a reatividade vascular por diferentes 
mecanismos. As EROs funcionam como segundo mensageiros, ativando numerosas 
moléculas sinalizadoras e desempenham um papel importante na fisiopatologia 
vascular (Touyz & Schiffrin, 2004, 2008; Alvaréz et al., 2008). Além disso, o stress 
oxidativo está envolvido na patogênese da arteriosclerose, acometimentos 
neurodegenerativas, câncer e muitas outras desordens incluindo a hipertensão 
arterial (Vaziri & Khan, 2007).  
 O ânion superóxido é produzido por uma variedade de enzimas, incluindo 
xantina oxidase, ciclooxigenase e a NADPH oxidase. Esta última desempenha maior 
função nas células vasculares (Kawashima & Yokorama, 2004). Está bem 
estabelecido que a NADPH oxidase é a principal fonte vascular de 02
- (Harrinson & 
Gongora, 2009; Griendling et al., 2000; McIntyre et al., 1999). Hamilton et al. (2002) 
estudaram inibidores da NADPH oxidase, e demonstraram que a apocinina foi o 
composto com maior potencial para reduzir a produção de 02
-. Estes pesquisadores 
demonstraram que o tratamento com apocinina em artérias isoladas de ratos 
diminuiu a produção de radicais livres estimulados pela NAD(P)H oxidase e 
aumentou a biodisponibilidade de NO, resultados semelhantes foram encontrados 
em artérias e veias de humanos (Ni et al., 2004). 
Deste modo, a apocinina, foi utilizada para avaliar a via dos radicais livres no 
tratamento com alisquireno e L-arginina de ratos com hipertensão renovascular. O 
presente estudo demonstrou que este fármaco reduziu a reatividade vascular à 
fenilefrina somente nos segmentos arteriais dos grupos 2R1C, ALSK e ALSK+L-arg. 
No entanto na situação controle e no grupo tratado com L-arginina a apocinina não 
alterou a reatividade vascular. Portanto, esse resultado sugere que a enzima 
NADPH oxidase estaria estimulada no grupos 2R1C, ALSK e ALSK+L-arg, 




foi maior no grupo tratado com 2K1C quando comparado ao grupo ALSK+L-Arg, 
sugerindo que o tratamento com a associação do ALSK+L-arginina foi capaz de 
minimizar a liberação/ ativação de radicais livres nesse modelo de hipertensão 
arterial. Entretanto, o tratamento com L-arginina isoladamente não alterou a 
reatividade vascular à fenilefrina, sugerindo que a L-arginina pode ser o principal 
fator envolvido na redução da liberação de ROS. 
 Ainda com a finalidade de investigar a participação do 02
-, no tratamento com 
alisquireno e L-arginina em ratos com hipertensão renovascular foram realizadas 
curvas-concentração resposta a fenilefrina com a SOD, um sequestrador do ânion 
superóxido. A SOD dismuta o ânion superóxido em peróxido de hidrogênio e uma 
molécula de oxigênio e reduz os efeitos tóxicos do ânion superóxido (Touyz & 
Schinffrin, 2004). 
  A presença da SOD promoveu uma redução da reatividade vascular à 
fenilefrina somente nos grupos 2R1C e no grupo tratado com a monoterapia de 
alisquireno. Portanto, esse resultado sugere que existe uma concentração maior do 
O2
- nos aneis expostos a hipertensão e no tratamento isolado com ALSK, entretanto, 
a magnitude dessa resposta, avaliada através da área abaixo da curva, foi maior no 
grupo 2R1C quando comparado ao grupo ALSK, sugerindo que o tratamento com a 
ALSK foi capaz de minimizar a liberação/ ativação de radicais livres nesse modelo 
de hipertensão arterial.   
Somam-se aos resultados funcionais, os resultados obtidos pela expressão 
da subunidade gp91phox e expressão da enzima antioxidante SOD 2, os quais 
demonstraram que a hipertensão renovascular e a monoterapia de alisquireno 
aumentaram a expressão proteica de gp91phox comparado aos grupos Sham e 
ALSK+Larg, sugerindo que a disfunção endotelial observada no grupo 2R1C pode 
ser causado por um aumento na liberação de EROs, o que levaria a uma redução na 
biodisponibilidade de NO. 
Corroborando esses achados, Jung et al., (2004) reportaram que o aumento 
nas EROs causados pelo aumento na expressão das subunidades gp91phox e 
p22phox da NAD(P)H oxidase e do receptor AT1 em ratos com hipertensão 




repercutindo em prejuízo na reatividade vascular. Por conseguinte, a estimulação de 
AT1 pela Ang II estimula a NAD(P)H oxidase, resultando em aumento na geração do 
anion superoxido (Yung et al., 2011). Alem disso, sabe-se que o estresse oxidativo 
pode interferir na reatividade vascular por diferentes mecanismos, dentre eles, por 
meio de maiores concentrações de NO geradas a partir da iNOS, os quais podem 
reagir com EROs para produzir peroxinitrito, o que facilita a instalação de um estado 
pró-oxidante e aumenta o tônus vasoconstritor nas artérias (Cau et al., 2012). 
Adicionalmente, observamos que a expressão da enzima SOD 2 apresentou-
se elevada no grupo ALSK+L-arg comparado aos grupos 2R1C, ALSK e L-arg, 
demonstrando a capacidade antioxidante da associação das drogas nesse modelo 







Os resultados do presente estudo revelam que após 21 dias de hipertensão 
renovascular foi observado significativo aumento da PA, aumento da reatividade 
vascular a fenilefrina, prejuízo no relaxamento à acetilcolina aumento da expressão 
proteica da eNOS e iNOS associada com aumento da expressão do receptor de AT1 
vascular e da subunidade da gp91phox, sugerindo que os efeitos vasculares da 
hipertensão 2R1C são dependentes do endotélio e envolvem o aumento da 
biodisponibilidade do NO, parte deste parecendo ser derivado da iNOS. Soma-se a 
estes achados, a participação do sistema renina-angiotensina como um dos 
possíveis mediadores do aumento da reatividade vascular a fenilefrina e ao prejuízo 
do relaxamento. O aumento da expressão de AT1 associada ao aumento da 
liberação de angiotensina II local poderiam ativar a NADPH oxidase e 
consequentemente aumentar as EROs. Entretanto, nosso trabalho demonstra pela 
primeira vez que o tratamento com alisquireno associado a L-arginina foi efetivo em 
reduzir a PA e prevenir a disfunção endotelial em anéis de aorta de ratos com 
hipertensão renovascular, alem disso, apontamos que os mecanismos envolvidos 
nesses efeitos parecem estar relacionados com uma modulação local do SRAA e 
com uma redução do estresse oxidativo local mediado pelo sistema NAPH oxidase. 
Portanto, nossos dados revelam os efeitos benéficos do alisquireno associado 
a L-arginina sugerindo que essa droga poça ser um novo agente anti-hipertensivo, 
especialmente como um medicamento adicional em doentes com hipertensão 





Figura 28: Diagrama esquemático mostrando os mecanismos propostos para a disfunção endotelial 
em aneis de aorta torácica de ratos com hipertensão renovascular e a normalização dos efeitos pelo 
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